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Abreviaturas

[Ca2+]c: Concentración de Ca2+ citosólico.  
[Ca2+]i Concentración de Ca2+ intracelular.  
[Ca2+]s: Concentración de Ca2+ en los depósitos.  
5HT: 5-hidroxitriptamina.  
aa: aminoácidos. 
AA: Ácido araquidónico.  
ABP: Proteínas unidas a actina.  
AC: Adenilato ciclasa.  
ADP: Adenosina difosfato.  
AMPc: Adenosina monofosfato cíclico.  
ASA: Aspirina.  
ATP: Adenosina trifosfato.  
BSA: Albúmina de suero bovino.  
BtK: Tirosina cinasa de Bruton.  
Ca2+ : Calcio.  
CAD: Dominio activador de los canales CRAC.  
CalDAG-GEF/RasGRP: Factor de intercambio de nucleótidos de guanina regulado por Ca2+ y DAG.  
CRAC: Corrientes activadas por la liberación de Ca2+.  
CICR: Liberación de Ca2+ inducida por Ca2+.  
CIF: Factor del influjo de Ca2+.  
CIRB: Dominio de unión de los TRPCs a IP3R y calmodulina.  
CMD: Dominio modulador de los canales CRAC.  
Abreviaturas 
——————————————————————————————————————————————-
                                     
COX: Cicloxigenasa.  
CRAC: Canales de Ca2+ activados por la liberación de Ca2+.  
DAG: D-1,2-diacilglicerol.  
DMSO: Dimetil sulfóxido.  
Dominio K: Dominio rico en lisinas.  
DTS: Dense tubular system.  
DTT: Ditiotreitol.  
ECC: Entrada capacitativa de calcio.  
EF-hand: Dominio de unión a Ca2+.  
EGF: Factor de crecimiento epidérmico.  
ENCC: Entrada no capacitativa de calcio.  
EPs: Receptor de prostaglandina I2.  
ER: Endoplasmatic reticulum.  
EWKFAR: Dominio característico de los TRPs.  
FVW: Factor von Willebrand 
FAK: Cinasa de adhesión focal.  
FGF: Factor de crecimiento de los fibroblastos.  
FITC: Isotiocianato de fluoresceína.  
GMPc: Guanosina monofosfato cíclica.  
GP: Glicoproteína.  
GPCR: Receptores acoplados a proteínas G 
GDP: Guanosina difosfato.  
GTP: Guanosina trifosfato.  
H+: Protones.  
Abreviaturas 
——————————————————————————————————————————————-
                                     
H+-ATPasa: Bomba de H+ vacuolar.  
HBS: Tampón hepes salino.  
HRP: Peroxidasa de rábano picante.  
ICAM-2: Molécula de adhesión intracelular 2  
Ig: Inmunoglobulina.  
Iono: Ionomicina.  
IP3 : Inositol 1,4,5-trifosfato.  
IP3R: Receptor inositol 1,4,5-trifosfato.  
IP4 : Inositol 1,3,4,5- tetrakisfosfato  
JP: Jasplakinolide.  
LB: Solución Laemmli  
LDPR/S: Lugar de escisión de la trombina en el receptor de trombina. 
LRR: Secuencia de leucinas muy conservadas.  
MLC: Cadena ligera de miosina.  
MLCK: Cinasa de la cadena ligera de miosina.  
Mn2+ : Manganeso.  
MP: Membrana plasmática.  
Na+ : Sodio.  
NAADP: Nicotinato de adenina dinucleótido fosfato.  
NAADPR: Receptor de Nicotinato de adenina dinucleótido fosfato. 
NADP: Nicotinadenín dinucleótido fosfato.  
NCX: Intercambiador sodio calcio.  
NGF: Factor de crecimiento nervioso.  
NO: Óxido nítrico.  
Abreviaturas 
——————————————————————————————————————————————-
                                     
NRTK: Tirosina cinasa no receptor.  
OAG: 1-oleoil-2-acetil-sn-glicerol (análogo de DAG).  
OASF: Fragmento más pequeño activador de Orai1.  
P47: Pleckstrina.  
PA: Ácido fosfatídico.  
PAF: Factor activador de las plaquetas.  
PAI-1: Inhibidor del activador del plasminógeno tipo 1.  
PAR: Receptor activado por proteasas.  
PBS: Tampón fosfato salino.  
pCa2+ : Permeabilidad al calcio. 
PDGF: Factor de crecimiento derivado de la plaqueta.  
PE: Ficoeritrina. 
PF-4: Factor plaquetario 4.  
PG: Prostaglandina.  
PGI2 : Prostaglandina I2. 
PH: Dominio de unión a pleckstrina.  
PI3K: Fosfatidil inositol 3 cinasa  
PIP2 : Fosfatidil inositol 4,5-bisfosfato.  
PIP3: fosfatidil inositol 3,4,5-trifosfato.  
PKA: Proteína cinasa A.  
PKB: Proteína serina/treonina cinasa Akt.  
PKC: Proteína cinasa C.  
PKG: Proteína cinasa G.  
PLA2: Fosfolipasa A2. 
Abreviaturas 
——————————————————————————————————————————————-
                                     
PLC: Fosfolipasa C.  
PMA: Aceto miristato de forbol  
PMCA: Bomba ATPasa de Ca2+ de la membrana plasmática.  
PM-STIM1: Plasma membrane STIM1.  
pNa+ : Permeabilidad al sodio. 
PPP: Plasma pobre en plaquetas.  
PRP: Plasma rico en plaquetas.  
PTKs: Proteínas tirosina cinasas.  
PTP: Proteínas tirosina fosfatasa.  
RE: Retículo endoplasmático. 
RGD: Secuencia arginina-glicina-aspartato.  
ROC: Canal activado por receptor.  
RTKs: Receptores tirosina cinasa.  
RyR: Receptor de la rianodina.  
SAM: Dominio alfa estéril.  
SCA: Sistema canalicular abierto.  
SCaMPER: Canal liberador de calcio mediado por esfingolípidos unidas a proteínas del retículo 
endoplasmático.  
Ser/Thr: Serina/treonina.  
SERCA: Bomba ATPasa de Ca2+ del retículo sarco/endoplasmático. 
SFK: Proteínas tirosina cinasas de la subfamilia Src. 
SH: Dominio de unión a Src.  
SMOC: Canales activados por segundos mensajeros.  
SNAP: Proteína soluble que enlaza NSF. 
Abreviaturas 
——————————————————————————————————————————————-
                                     
SNARE: Proteína receptora de SNAP. 
SOAR: Región de STIM1 activadora de Orai1.  
SOC: Canal activado por el vaciamiento de los depósitos intracelulares de Ca2+.  
SOCE: Store-operated Ca2+ entry.  
SPG: Síndrome de la plaqueta gris. 
STD: Sistema tubular denso.  
STIM1-MP: STIM1 de la membrana plasmática. 
TBHQ: 2,5-di(ter-butil)-1,4,-hidroquinona.  
TBS: Solución de lavado.  
TBST: Solución de lavado con tween 20.  
TG: Tapsigargina.  
Thr: Trombina. 
TPC: Canales de dos dominios de poro. 
TPO: Trombopoyetina 
TRP: Receptor de potencial transitorio.  
TRPC1: Receptor de potencial transitorio C1.  
TRPC3: Receptor de potencial transitorio C3.  
TRPC6: Receptor de potencial transitorio C6.  
TxA2 : Tromboxano A2 .  
VASP: Fosfoproteína estimulada por vasodilatadores.  
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1.1. Morfología y estructura de las plaquetas
Las plaquetas son las células sanguíneas de los mamíferos especializadas en la función hemostática. 
Descritas a lo largo del siglo XIX por varios autores, fue Bizzozero, en una publicación de 1882, el 
primero en identificar correctamente su papel central en la hemostasia [1]. Desde entonces, y además 
de su contribución fundamental a la hemostasia y la trombosis, se ha ido reconociendo su participación 
en otros muchos procesos tanto fisiológicos como patológicos, entre los que destacan la inflamación, la 
respuesta inmune, la cicatrización de heridas, la angiogénesis y el crecimiento y diseminación 
metastásica de neoplasias [2].  

Las plaquetas humanas son fragmentos celulares anucleados derivados del citoplasma de los 
megacariocitos en la médula ósea por un mecanismo no completamente dilucidado en la actualidad. 
Las plaquetas anucleadas, y presumiblemente sus progenitores, los megacariocitos poliploides, se 
encuentran sólo en mamíferos [3]. En las demás especies animales las células involucradas en la 
hemostasia son nucleadas. Las células nucleadas que participan primariamente en la hemostasia de 
vertebrados no mamíferos se denominan trombocitos para distinguirlas de las plaquetas sin núcleo [3]. 

Los megacariocitos son precursores mieloides altamente especializados cuya función primordial es 
producir y liberar plaquetas a la circulación sanguínea. Los megacariocitos proceden de células 
progenitoras hematopoyéticas multipotenciales, tras un proceso único de endomitosis en el que se 
suceden múltiples replicaciones del DNA sin división celular [4]. Una vez completada la endomitosis, los 
megacariocitos poliploides comienzan una fase de rápida expansión citoplasmática caracterizada por la 
formación de un elaborado sistema de membranas de demarcación, y la acumulación de proteínas en el 
citoplasma y en el interior de los gránulos, esenciales para la función plaquetaria [5]. Durante el estadío 
final de su desarrollo, el citoplasma megacariocítico sufre una profunda reorganización y acaba 
fragmentándose y liberando las plaquetas a la circulación [6]. La megacariocitopoyesis y la 
trombopoyesis están reguladas por  factores de transcripción y citocinas entre las que destaca la 
trombopoyetina (TPO) [7]. 

Diariamente se liberan al torrente circulatorio entre 20 y 30 x 109 plaquetas por litro de sangre que se 
distribuyen en dos compartimentos, uno circulante, que alberga 2/3 de las plaquetas producidas, y otro 
tisular, fundamentalmente esplénico, que contiene el tercio restante [8]. Su vida media es de 7 a 10 días 




                                     
que no hayan tenido antes que ejercer su función hemostática, o bien se hayan visto involucradas en 
eventos trombóticos [9]. 
Las plaquetas son las células mas pequeñas de la circulación sanguínea, con un diámetro aproximado 
de entre 2.0 y 5.0 μm y un espesor de unos 0.5 μm, lo que supone un volumen celular medio de entre 6 
y 10 femtolitros. Al microscopio óptico, en frotis sanguíneos confeccionados sin anticoagulante y teñidos 
con la coloración de May-Grümwald-Giemsa, las plaquetas aparecen como pequeños elementos 
redondeados de 2-3 mm de diámetro, de color rojizo y con un contenido granular [10]. Al microscopio 
electrónico de barrido, las plaquetas en reposo son elementos discoides biconvexos de forma elipsoide. 
Su superficie externa es lisa excepto por un número variable de pequeñas invaginaciones que 
representan la salida al exterior de un sistema de canales intraplaquetarios comunicados entre sí de 
manera similar a las cavidades de una esponja [11], y que se corresponden con las entradas del 
sistema canalicular abierto. Las plaquetas activadas, en cambio, pierden su forma de disco y adquieren 
una morfología esférica irregular con múltiples prolongaciones pseudopódicas, que favorecen la 
adhesión y agregación plaquetaria [12], Fig.1.  
El análisis de la morfología ultraestructural de la plaqueta mediante el microscopio electrónico de 
transmisión, revela una compleja estructura interna que puede dividirse en cuatro zonas: 
-! -22
Figura 1. Morfología y estructura de la plaqueta en reposo y activada, donde se observa el cambio de forma, 
emisión de psudópodos, centralización de los gránulos y secreción plaquetaria.  
Introducción  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• zona periférica  
• zona sol-gel o citoplasma 
• zona de sistema de membranas especializadas 
• zona de organelas 

1.1.1. Zona periférica
La zona periférica incluye las membranas exteriores y las estructuras estrechamente relacionadas con 
ella. La plaqueta tiene un sistema de canales conectados a la superficie llamado sistema canalicular 
abierto (SCA). Las paredes del SCA están incluidas en esta zona. El SCA ofrece acceso a las sustancias 
plasmáticas al interior de la plaqueta y un canal de salida para los productos plaquetarios y, además, 
constituye un reservorio de membrana plasmática para la expansión de las plaquetas sobre el endotelio 
dañado [13]. Por tanto la membrana constituye el límite de la plaqueta con el exterior, no solo en su 
superficie biconvexa principal sino también en la de los canales intraplaquetarios [14].  

Clásicamente se distinguen tres capas: exterior o glicocálix (cubierta exterior rica en receptores 
glicoprotéicos), intermedia (típica unidad de membrana o bicapa fosfolipídica), e interna o área 
submembranosa (unida a las porciones transmembranosas de algunas glicoproteínas y rica en 
filamentos que forman parte del citoesqueleto) [15]. La membrana externa no funciona únicamente 
como barrera de separación del contenido interno plaquetario con el exterior, sino que se trata de una 
estructura dinámica que sirve como lugar de contacto inicial para detectar los cambios en el 
compartimento vascular que requieran una respuesta hemostática de las plaquetas sobre la lesión 
endotelial.  

Considerada en su conjunto, la membrana plaquetaria está compuesta por fosfolípidos, que pueden 
participar en los mecanismos de transmisión de estímulos o proporcionar una superficie procoagulante 
sobre la que reaccionan las proteasas de la coagulación; por glicoproteínas (GP), que integran en su 
estructura química los principales antigenos plaquetarios de membrana y actúan como receptores de 
los agonistas fisiológicos de las plaquetas; por mucopolisacáridos, y por proteínas absorbidas del 





                                     
La amplia variedad de receptores transmembrana móviles que cubre la membrana plaquetaria incluye 
receptores que contienen la secuencia LRR (leucine-rich repeat) como el complejo GPIb/IX/V y los 
receptores Toll-like; proteínas pertenecientes a la superfamila de las inmunoglobulinas (Igs), como la 
GPVI y el FcγRIIA; receptores acoplados a proteína G (GPCR, G-protein–coupled receptors) como los 
receptores de la trombina, PAR-1 y PAR-4, los receptores del ADP, P2Y1 y P2Y12, o los receptores del 
tromboxano A2 (TxA2), TPα y TPβ; integrinas como αIIbβ3, α2β1, α5β1, α6β1, αVβ3; el receptor P2X1; 
receptores de lectina tipo C, como P-selectina o CLEC-2 (C-type lectin receptor 2); receptores tipo 
tirosina cinasa como el receptor TPO, y una miscelánea de otros tipos de receptores [17]. Los 
principales se describen a continuación. 

• Complejo glicoprotéico Ib/IX/V (GPIb/IX/V). Este complejo glicoprotéico es el receptor más 
abundante en plaquetas humanas después de la integrina αIIbβ3 [18]. Media en la adhesión de las 
plaquetas a la matriz subendotelial y muestra una actividad procoagulante al reclutar factores de la 
coagulación sobre la superficie de las plaquetas activadas. Está formado por 4 subunidades, GPIbα 
(~135 kDa), GPIbβ (~25 kDa), GPIX (~22 kDa) y GPV (~82 kDa). Las cuatro poseen un motivo 
estructural, la secuencia LRR, con las leucinas altamente conservadas, fundamental para el correcto 
funcionamiento del complejo [19]. La GPIb/IX/V se une al factor von Willebrand (FVW) inmovilizado en el 
subendotelio expuesto, siendo esta unión crítica para iniciar el proceso de adhesión plaquetaria, lo que 
permite que se produzca posteriormente la adhesión firme de las plaquetas al colágeno, mediada por 
GPVI e integrinas. El complejo GPIb/IX/V se une también a la trombospondina, posee un dominio de 
unión de alta afinidad para la trombina, e interacciona con otros factores de la coagulación (factor XI, XII 
y cininógeno de alto peso molecular) [20]. La GPIbα juega un importante papel en los procesos 
inflamatorios, mediando la interacción con células endoteliales activadas y leucocitos a través de la P-
selectina y la integrina leucocitaria Mac-1, respectivamente [17]. La deficiencia o disfunción de esta GP 
ocasiona la diátesis hemorrágica hereditaria denominada síndrome de Bernard–Soulier. 

• Glicoproteina VI (GPVI). (~62 kDa). La GPVI es un receptor miembro de la superfamilia de las 
inmunoglobulinas asociado de forma no covalente a ITAM (inmunoreceptor tyrosine activation motif), que 
interviene en la activación plaquetaria desencadenando cascadas de señalización vía fosforilación 
tirosina cinasa [21]. Esta proteína es, junto con la integrina α2β1, el principal receptor para el colágeno 
en las plaquetas [22]. La GPVI es un receptor para el colágeno de baja afinidad, pero aunque no es 
capaz de proporcionar una adhesión estable por sí sola, desencadena los mecanismos de activación de 
integrinas que las conducen a un estado de alta afinidad por el colágeno, mediando en la adhesión 




                                     
necesarias para la completa activación de las plaquetas por este ligando, pero aún no se ha descrito el 
modelo definitivo que explique la naturaleza exacta de esta interacción. La inhibición de la GPVI inhibe 
la formación del trombo, mientras que el bloqueo de la integrina α2β1 no tiene efectos significativos 
conocidos hasta el momento [23,2]. 

• Receptores acoplados a proteína G. Los GPCRs son una familia de receptores con 7 dominios 
transmembrana que transmiten la señal a través de proteínas G heterotriméricas. Las proteínas G 
heterotriméricas constan de 3 subunidades (α, β, γ) que se unen a GPCRs en forma de complejos α/β/γ. 
Cuando la subunidad α está unida a GDP, la proteína G está inactiva. Al unirse el agonista al receptor, la 
subunidad α sufre un cambio conformacional y reemplaza el GDP por GTP, activándose. Las 
subunidades activas Gα se disocian del receptor y del complejo β/γ, e interactúan con dianas 
específicas que transmiten la señal GPCR [24]. En función de la similitud de las subunidades α, las 
proteinas G pueden dividirse en 4 subfamilias: Gq/G11, G12/G13, Gi/Go/Gz, y Gs, cada una de las cuales se 
acoplan a receptores específicos y transmiten la señal mediante efectores determinados [24].  

Las plaquetas expresan Gq, G12/G13, Gi/Gz y Gs. Las proteínas G en plaquetas están acopladas a 
receptores de agonistas de la activación plaquetaria, con la excepción de Gs, que se acopla a 
receptores de inhibidores fisiológicos de la activación plaquetaria, como prostaglandina I2 (PGI2), que 
interviene en los mecanismos de inhibición a través de la estimulación de la síntesis de adenosina 
monofosfato cíclica (AMPc). La trombina actúa a través de un sistema dual de receptores acoplados a 
proteína G activados por proteasas denominados PARs (protease-activated receptors), PAR-1 y PAR-4 
en humanos [25] y PAR-3 y PAR-4 en ratones [26]. PAR-1 y PAR-4 se acoplan directamente a Gq y G12/
G13 [26] y posiblemente a Gi [27,28]. El TxA2 activa a las plaquetas a través del receptor H2 para TxA2/
PG, que se acopla a Gq y G13 [29,30]. La serotonina (5-hydroxitriptamina, 5HT) reconoce al receptor 
5HT2A acoplado a Gq [24]. El ADP induce activación plaquetaria vía receptores P2Y1 (acoplados a Gq) y 
P2Y12 (acoplados a Gi) [24,30]. El receptor de epinefrina (α2) en plaquetas está acoplado a Gi [31]. 

• Receptores integrinas. Los receptores de adhesión integrinas son una familia de proteínas 
heterodiméricas transmembrana formadas por una cadena α y una cadena β. Las plaquetas expresan 
varias integrinas en su membranas, αIIbβ3 (receptor del fibrinógeno), αVβ3 (receptor de la vitronectina), 
α2β1 (receptor del colágeno), α5β1(receptor de la fibronectina), y α6β1 (receptor de la laminina) [17]. Estas 
integrinas muestran mecanismos similares de transducción de la señal: tras la activación plaquetaria, 




                                     
por un estado de "alta afinidad". Este proceso se realiza a través de vías de señalización que se 
denominan "inside-out" (porque van desde dentro de la plaqueta hacia afuera, a las integrinas de la 
membrana) y capacita a las integrinas para unirse eficientemente a sus ligandos. Esta unión a su vez 
desencadena procesos como la expansión (spreading) de las plaquetas sobre el subendotelio expuesto 
en la zona vascular lesionada, o la retracción del coágulo, mediante cascadas de señalización 
denominadas "outside-in" (desde la integrina a la plaqueta) [17]. La integrina plaquetaria mas importante 
y mejor conocida es la integrina αIIbβ3. 

- Integrina αIIbβ3. Clásicamente se la ha denominado glicoproteina IIb/IIIa (GPIIb/IIIa). Es específica de 
plaquetas y megacariocitos, y es el receptor más abundante en la membrana plaquetaria. Su papel es 
fundamental en la hemostasia, sirviendo como receptor para el fibrinógeno y el FVW. Cuando la 
plaqueta está en reposo, esta integrina tiene poca afinidad por sus ligandos; sin embargo, en la 
plaqueta activada, la integrina αIIbβ3 establece una interacción estable entre el FVW y la matriz 
extracelular subendotelial, que le permite unir fibrinógeno y agregar con otras plaquetas [32]. 
Estructuralmente está formada por dos cadenas, αIIb y β3, cada una con un dominio extracelular muy 
largo, formando una región globular que contiene los sitios de unión con los ligandos [33], seguido de 
un solo dominio transmembrana y una corta sección citoplasmática [34]. Los defectos cuantitativos o 
cualitativos de la integrina αIIbβ3 conducen a un defecto mayor de la función hemostática de las 
plaquetas y a un trastorno hemorrágico grave, la tromboastenia de Glanzmann [35]. La deficiencia de 
la integrina αIIbβ3 también proporciona protección frente a la trombosis arterial, por lo que el 
antagonismo farmacológico de esta integrina representa una estrategia antitrombótica muy efectiva 
[36,37]. 

• Receptor P2X1. Es un miembro de la familia de los receptores purinérgicos no acoplados a proteínas 
G, y la única isoforma de la familia P2X que se expresa en plaquetas y megacariocitos [38,39]. Son 
canales activados por adenosina 5’-trifosfato (ATP) que permiten la entrada de Ca2+ y sodio (Na+) [40]. 
Además, la activación de este receptor provoca un cambio de forma rápida y reversible, la 
centralización de los gránulos secretores, y se han observado algunos procesos propios del inicio de la 
agregación, como la exposición de los sitios de unión al colágeno de la integrina αIIbβ3. Existen 
numerosos estudios que muestran que el receptor P2X1 interacciona con las rutas metabólicas de otros 
receptores, como los receptores P2Y, los receptores del colágeno, la adrenalina y la TPO [41,42]. Un 
ejemplo de ésto es la potenciación sobre el efecto de los receptores P2Y en la movilización del Ca2+, 
mostrándose un incremento mayor, tanto en la velocidad de respuesta como en la liberación de Ca2+, al 




                                     
La explicación puede deberse a una potenciación de la fosfolipasa C (PLC) o de los receptores de 
inositol-1,4,5-trifosfato (IP3), por la entrada rápida de Ca2+ que se produce tras la activación del P2X1, 
precediendo a los eventos de la vía de los GPCRs [40,42]. 

• P-selectina. (CD62P, ~140 kd). Es la mayor de las moléculas de adhesión de la familia selectina. Se 
encuentra principalmente en la membrana de los gránulos α de las plaquetas, pero también se ha 
descrito en los gránulos densos [43]; además, está presente en los cuerpos de Weibel-Palade de las 
células endoteliales. En las plaquetas en reposo, una pequeña cantidad de P-selectina es evidente en la 
membrana externa. Sin embargo, en las plaquetas activadas (y de forma similar, en las células 
endoteliales), la fusión de la membrana de los gránulos con la superficie de la plaqueta da lugar a una 
rápida expresión de P-selectina sobre la superficie externa. La cinética de esta respuesta varía según el 
tipo y la dosis del agonista empleado, pero la máxima expresión de superficie de la P-selectina se ha 
descrito en un rango entre ~30 segundos y 10 minutos tras la estimulación [44,45]. La expresión de 
superficie de P-selectina se usa habitualmente como marcador de activación plaquetaria [46]. Los 
ligandos para la P-selectina incluyen el PSGL-1 (P-selectin glycoprotein ligand-1), que se expresa 
primariamente en leucocitos [47], el FVW [48] y la GPIbα [49]. La P-selectina plaquetaria contribuye a la 
hemostasia, así como a las interacciones entre plaquetas, leucocitos y células endoteliales en la 
inflamación [50]. Además, una forma soluble de P-selectina presente en plasma, podría contribuir a la 
trombosis [51]. 

1.1.2. Zona sol-gel o citoplasma 
La membrana plasmática de las plaquetas está separada del espacio intracelular por un fino anillo de 
citoplasma periférico que aparece claramente delimitado al observarse al microscopio electrónico, y que 
contiene el citoesqueleto de las plaquetas y, debajo del mismo, diversos elementos químicos dispersos, 
algunos macromoleculares, como las inclusiones de glucógeno y las gotas lipídicas, y otros solubles, 
como el pool metabólico de nucleótidos plaquetarios, calcio (Ca2+), y varios componentes químicos que 
participan en la activación [52].  

1.1.2.1. Citoesqueleto 
La forma discoidal de las plaquetas en reposo es sostenida por un citoesqueleto muy especializado que 
permite mantener su forma e integridad en el torrente sanguíneo. Además, este citoesqueleto facilita 




                                     
contráctil y la remodelación de actina, tanto en el primer cambio de forma que se produce en la 
plaqueta tras su activación, como para la emisión de pseudópodos. El citoesqueleto está formado por 
tres componentes principales, el anillo marginal de microtúbulos, el citoesqueleto de actina y el 
esqueleto de membrana de espectrina.  

• Anillo marginal de microtúbulos. Formado por tubulina α y β en un equilibrio dinámico entre 
monómeros y polímeros, este anillo es una de las características más visibles de las plaquetas en 
reposo cuando se estudian al microscopio. Descrito por primera vez por White, está formado por un sólo 
microtúbulo de 100 μm de longitud que se enrolla entre 8 y 12 veces en la periferia de la plaqueta 
formando un entramado que soporta la estructura celular [53]. Su papel principal es el mantenimiento 
de la forma discoidal de la plaqueta, y la desorganización de los microtúbulos provoca la pérdida de la 
forma de disco [54]. Además juega un doble papel en la entrada capacitativa de Ca2+ (ECC), actuando 
por un lado como barrera para prevenir la ECC constitutiva regulada por el STD, y apoyando por otro la 
ECC mediada por los depósitos acídicos de Ca2+ [55]. 

• Citoesqueleto de actina. La actina es la proteína más abundante en las plaquetas y, al igual que la 
tubulina, mantiene un equilibrio dinámico entre monómeros y polímeros. En las plaquetas en reposo, el 
40-50% de la actina se encuentra en forma filamentosa o F-actina [56], y el 50-60% de actina restante se 
mantiene almacenado formando un complejo con β-4-timosina, la G-actina globular monomérica. La G-
actina se convierte en F-actina tras la activación de la plaqueta, permitiendo el cambio de forma de la 
célula [57]. Cuando las plaquetas están en reposo, los filamentos de actina están interconectados en 
distintos puntos con una red citoplasmática rígida o gel contráctil, y presentan sitios de unión con 
proteínas de soporte, como la filamina y la α-actinina, que facilitan la unión de estos filamentos con otras 
proteínas [58,59]. La interacción entre los filamentos de actina y la región citoplasmática de la 
subunidad GPIbα del complejo GPIb/IX/V, mediada por la filamina, es esencial para la organización 
estructural de las plaquetas en reposo, ya que no sólo habilitan una vía de comunicación entre el 
citoplasma y los receptores de membrana, y disponen el complejo GPIb/IX/V en línea con la superficie 
de la célula, sino que, además, comprimen y estabilizan el gel contráctil en el citoplasma impidiendo su 
dispersión [60]. 

• Gel contráctil o esqueleto de membrana de espectrina. El gel contráctil envuelve la superficie 
citoplasmática del SCA y de las organelas que se desplazan hacia el centro como consecuencia de la 




                                     
actina. La espectrina interacciona con filamentos de actina, generando una ultraestructura de poros 
triangulares [61]. En plaquetas en reposo, la actina interacciona también con la proteína aducina, 
formando complejos actina-aducina-espectrina [62]. 

1.1.3.  Sistemas membranosos 
La zona de sistema de membranas especializadas incluye el sistema canalicular abierto (SCA) y el 
sistema tubular denso (STD). Es aquí donde se concentra la mayor parte del Ca2+, y esta zona también 
incluye los sistemas enzimáticos para la síntesis de prostaglandinas (PG). 

1.1.3.1. Sistema canalicular abierto 
El SCA, generado por invaginación de la membrana plaquetaria es, en realidad, una ampliación de la 
misma, y como tal, posee su misma estructura en tres capas -glicocálix, unidad de membrana y región 
submembranosa- y en la plaqueta en reposo, no muestra contenido alguno [14,63]. El SCA es el sistema 
membranoso mas abundante en la plaqueta y comprende un conjunto complejo de canales ramificados 
interconectados a la membrana, con dos funciones principales. En primer lugar, cuando las plaquetas 
se activan, el SCA se evagina aumentando la superficie secretora, convirtiéndose el SCA en una vía a 
través de la que se secretarán los mediadores plaquetarios [64]. En segundo lugar, el SCA sirve como 
reservorio de proteínas y receptores de membrana; por ejemplo, la tercera parte de los receptores de 
trombina se encuentran en el SCA en plaquetas en reposo, esperando el transporte a la membrana 
cuando las plaquetas son activadas [2] e incluso el transporte de GP desde el SCA hacia los gránulos α 
[65].   

1.1.3.2. Sistema tubular denso 
Las plaquetas contienen un segundo sistema canalicular, derivado del retículo endoplasmático liso (RE) 
de los megacariocitos, conocido como sistema tubular denso (STD). El STD almacena Ca2+ y diferentes 
enzimas involucradas en la activación plaquetaria; en contraste con el SCA, el STD no se asocia con la 
membrana externa [66,67]. El STD interviene en el almacenamiento de Ca2+ de modo similar al RE de 
otras células [68]. El STD posee bombas de Ca2+ que se encargan de introducirlo en su interior, y junto 
con otros mecanismos en la membrana, de mantener las concentraciones de Ca2+ citosólico, ([Ca2+]c), 
en el rango nanomolar propio de las plaquetas en reposo. Cuando la célula es activada por agonistas, 




                                     
liberación de Ca2+ del STD [68]. Además, el STD es el lugar principal de síntesis de TxA2 y PG, debido a 
que en él se localiza la enzima ciclooxigenasa (COX) [69,70]. 

1.1.4. Zona de organelas 
La zona de organelas está formada por diferentes estructuras celulares que intervienen en los procesos 
metabólicos de la plaqueta y almacenan enzimas y otra gran variedad de sustancias críticas para la 
función plaquetaria. Las plaquetas contienen un pequeño número de mitocondrias que las proveen de 
energía mientras circulan por el torrente sanguíneo, un número muy escaso de ribosomas y, raramente, 
retículo endoplasmático rugoso o vesículas del aparato de Golgi [14]. Pero las estructuras mas 
características de la zona de organelas plaquetarias son los gránulos de secreción, que comprenden, 
además de los peroxisomas - pequeñas organelas que contienen la enzima catalasa encargada de la 
degradación del H2O2 [71] - tres tipos de gránulos mayores de secreción, que se definen por su 
contenido molecular, cinética de exocitosis y morfología [72]. Son los gránulos alfa, gránulos densos y 
lisosomas. 

1.1.4.1. Gránulos alfa 
Los gránulos alfa (α) son los gránulos plaquetarios de mayor tamaño (~200–400 nm), mas abundantes, y 
con un contenido mas heterogéneo [73]. El desarrollo de los gránulos α comienza en el megacariocito, 
pero continúa en las plaquetas circulantes. Se originan en el aparato de Golgi trans [74] y adquieren su 
contenido molecular en los megacariocitos, antes de su fragmentación, por dos vías. La primera tiene 
lugar a través de la síntesis endógena de proteínas, como el factor plaquetario 4 (PF4), tromboglobulina 
y el FVW, y se produce en las cercanías del aparato de Golgi. La segunda vía se produce por 
endocitosis y pinocitosis, mediada por receptores de proteínas como el fibrinógeno, y este proceso se 
realiza en las regiones periféricas de los megacariocitos [75]. Esta segunda vía continúa en las 
plaquetas circulantes.  

Hay alrededor de 50–60 gránulos por plaqueta, que son los responsables de la apariencia granular de 
las plaquetas en los frotis de sangre periférica. Las características morfológicas observadas por 
microscopía electrónica han definido históricamente a estos gránulos e incluyen: 1) una membrana 
periférica 2) un nucleoide electrondenso que contiene quimiocinas y proteoglicanos, 3) una zona menos 
electrondensa adyacente al nucleoide que contiene fibrinógeno y 4) una zona periférica 




                                     
Estos gránulos contienen la mayor parte de los factores plaquetarios que participan en la hemostasia, 
que incluyen grandes polipéptidos como trombospondina, P-selectina, FP4 y β-tromboglobulinas, así 
como factores de la coagulación (Factores V, XI, XIII, fibrinógeno, FVW y cininógeno de alto peso 
molecular). Además, los gránulos α contienen una gran variedad de moléculas de adhesión 
involucradas en la interacción de las plaquetas con la pared vascular, como fibronectina y vitronectina.  

La membrana de los gránulos α contiene varias proteínas que se expresan también en la membrana 
externa plaquetaria como la GPIbα, la GPVI, la integrina α2β1, y P-selectina. Los gránulos α contienen 
también proteínas que participan en la inflamación, reparación de heridas, factores de crecimiento, 
como el Factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF, Platelet-derived growth factor), y un amplio 
espectro de citocinas. Un reciente análisis proteómico de los gránulos α ha revelado la presencia de 
mas de 300 tipos de proteínas, de las cuales 44 no habían sido descritas con anterioridad en estos 
gránulos (Tabla 1) [77]. Se ha demostrado que la composición de la carga protéica de los gránulos α no 
es homogénea, lo que sugiere la existencia de subpoblaciones específicas de estos gránulos, que 
podrían ser liberadas selectivamente en respuesta a diferentes agonistas [78,79]. El conocimiento de los 
mecanismos que conducen a la secreción especifica de una u otra subpoblación de gránulos α, y el 
amplio rango de efectos inducidos por la secreción de sus numerosos  componentes, constituye un área 
de investigación muy activa en la actualidad.  

La secreción de los gránulos α durante la activación plaquetaria es un proceso complejo que 
comprende su confluencia en el centro de la plaqueta, la fusión de las membranas de los gránulos entre 
sí y con el SCA, así como con la membrana plasmática externa [63,73,80,81]. Las plaquetas contienen 
una compleja maquinaria para la secreción de sus gránulos que incluye proteínas SNARE (soluble NSF 
[N-ethylmaleimide-sensitive factor] attachment protein receptors), proteínas asociadas y lípidos de 
membrana [63,82]. Algunos constituyentes de los gránulos α, como P-selectina, realizan su principal 
papel fisiológico después de incorporarse a la superficie externa de la plaqueta [83]. Otros 
constituyentes de los gránulos cumplen una función primordial tras su secreción de los gránulos, 
participando en la agregación plaquetaria, la trombosis, las interacciones adhesivas de las plaquetas 
con leucocitos y otros substratos, y la regulación de la proliferación celular a través de la liberación de 
varios factores. 

La deficiencia de los gránulos α de las plaquetas se produce en una rara enfermedad hereditaria, el 




                                     
predisposición al sangrado [84]. En el SPG, las proteínas procedentes de la síntesis protéica en los 
megacariocitos o adquiridas por endocitosis en megacariocitos y plaquetas, no se incorporan con 
normalidad a los gránulos α de las plaquetas debido a la formación anormal de estos gránulos durante 
la diferenciación megacariocítica. Esto resulta en la liberación sostenida en el interior de la médula ósea 
del contenido de los gránulos α, como factores de crecimiento o diversas citocinas, originando fibrosis 
medular. Morfológicamente, las plaquetas aparecen de color gris en los frotis de sangre periférica. 

Tabla 1. Principal contenido de los gránulos alfa 
1.1.4.2. Gránulos densos
Los gránulos densos, también denominados gránulos δ, son los gránulos plaquetarios de menor tamaño 
(~150 nm) y aparecen como cuerpos densos por microscopía electrónica debido a su alto contenido en 
Ca2+ y fosfato [85]. Hay alrededor de 3 a 8 gránulos densos por plaqueta. Son orgánulos acídicos como 
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los lisosomas, pero, a diferencia de ellos, contienen concentraciones extremadamente altas de 
componentes no protéicos, como Ca2+ a concentraciones muy elevadas (~2 mM) [86], serotonina , ADP, 
catecolaminas pirofosfato y polifosfato, que parece existir como complejo insoluble en el interior de la 
plaqueta [87]. Además contienen pequeñas proteínas de unión a GTP y relevantes moléculas de 
adhesión, presentes inicialmente en otros compartimentos plaquetarios, como GPIbα, integrina αIIbβ3, y 
P-selectina (Tabla 2).  

Durante la activación plaquetaria, las proteínas de membrana de los gránulos densos se incorporan a la 
membrana plasmática externa, y el contenido de estos gránulos se libera al ambiente extracelular: la 
serotonina produce vasoconstricción, el ADP activa y recluta plaquetas cercanas, y más recientemente, 
se ha descrito al polifosfato derivado de plaquetas como un potente modulador de la coagulación 
sanguínea y la fibrinolisis [88]. El contenido en ADP de los gránulos densos está involucrado 
primordialmente en la hemostasia y no guarda relación con el pool metabólico de ADP, por lo que se 
denomina pool de almacenamiento. La liberación de los gránulos densos comprende mecanismos 
comparables a aquellos identificados para los gránulos α, aunque parece que el papel de ciertas 
proteínas SNARE es diferente en ambas poblaciones de gránulos [89]. 

Tabla 2. Principal contenido de los gránulos densos 
 LIMP1 (Lysosomal integral membrane protein 1); LAMP2 (Lysosomal associated membrane protein 2); 
CCL (C-C motif ligand); CXCL (C-X-C motif ligand). 

La importancia de los gránulos densos en la hemostasia normal se demuestra por la diátesis 
hemorrágica observada en pacientes con deficiencia de estos gránulos. La deficiencia aislada de 
Membrana Matriz
Proteínas de unión a GTP: Ral-I ATP, ADP,GTP, GDP
GPIbα, integrina αIIbβ3 TFPI, Factor XIII, 
Cininógeno de alto peso molecular
LIMP1 (CD63), LAMP2 Serotonina, Histamina, Epinefrina
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gránulos densos se ha identificado en dos raras enfermedades humanas asociadas con predisposición 
al sangrado, el síndrome de Hermansky-Pudlak (HPS), que cursa con albinismo óculocutáneo y 
afectación pulmonar y digestiva, y el síndrome de Chediak-Higashi, que se asocia a deficiencias de la 
inmunidad celular [90].  

Por ultimo, dada su naturaleza acídica y su rico contenido en Ca2+, pirofosfato y polifosfato, 
recientemente se ha postulado la teoría de que los gránulos densos podrían formar parte de los 
denominados reservorios de Ca2+ acídicos, o ácidocalcisomas, en plaquetas humanas [91], un pool de 
orgánulos plaquetarios pertenecientes al grupo de organelas relacionado con lisosomas, que podrían 
participar en el depósito de cationes y fósforo, la homeostasis del Ca2+ o la osmoregulación, entre otras 
posibles funciones [92]. 

1.1.4.3. Lisosomas 
Los lisosomas representan la tercera categoría de gránulos plaquetarios, con un tamaño intermedio 
entre los gránulos α y densos (~200–250 nm); contienen un pH ácido intraluminal con enzimas 
hidrolíticas activas sobre un número importante de substratos, como los componentes de la matriz 
extracelular [64,93]. Debido a su similar electrodensidad, los lisosomas no pueden distinguirse de los 
gránulos α en las imágenes habituales de microscopía electrónica, pero sí se identifican mediante 
citoquímica con tinciones específicas para enzimas lisosomales, como fosfatasa ácida o aril-sulfatasa 
[94].  

El contenido de los lisosomas plaquetarios (Tabla 3) puede liberarse después de la activación, aunque 
para su secreción requieren una mayor estimulación de la que se precisa para la secreción de los 
gránulos α y densos. La liberación del contenido de los lisosomas implica mecanismos análogos a 
aquellos involucrados en la secreción de los demás gránulos plaquetarios [95,96], pero el papel 
funcional de los lisosomas plaquetarios es menos conocido que el de los gránulos α y densos. Se cree 
que la secreción lisosomal contribuye a la regulación de la formación del trombo y la remodelación de la 
matriz extracelular [64,93]. Como ocurre con los gránulos α y densos, la secreción lisosomal contribuye 
a la incorporación de proteínas lisosomales a la membrana externa plaquetaria; por ejemplo, la 
expresión en la superficie de la plaqueta de la proteína lisosomal LIMP-1 o CD63, se utiliza como 





                                     




Todas las estructuras biológicas presentes en las plaquetas se encuentran en otras células, pero los 
receptores de membrana junto con los gránulos específicos determinan la identidad celular específica 
de las plaquetas [3]. Esto se debe a que al carecer de núcleo y, por tanto, de ADN genómico, su 
capacidad de adaptación a las diferentes situaciones mediante la síntesis proteica de novo es muy 
limitada y dependiente de su escaso contenido en ARN mensajero (ARNm) derivado de los 
megacariocitos. Por tanto, por una parte las plaquetas necesitan estar equipadas con un amplio 
repertorio de moléculas presintetizadas preparadas para ser secretadas en una gran variedad de 
situaciones fisiológicas o eventos patológicos, y, por otra parte, la manera fundamental en que las 
plaquetas pueden alterar su fenotipo para adaptarse a las diferentes situaciones, es a través de 
múltiples receptores presentes en la membrana de sus gránulos de almacenamiento, que se expresan 
sobre la superficie plaquetaria después de la activación [3]. Como la principal función de las plaquetas 
es la hemostasia, tanto la mayoría de las moléculas contenidas en los gránulos como la mayoría de los 
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1.2. Activación y función plaquetaria
La función fisiológica fundamental de las plaquetas es prevenir la pérdida de sangre y mantener la 
integridad vascular mediante la formación del tapón hemostático. Las principales características de las 
plaquetas, incluida su forma, el contenido de sus gránulos, la alta densidad de sus receptores de 
adhesión, o su capacidad para promover la generación de trombina, son consecuencia de la necesidad 
de formar un tapón hemostático estable bajo condiciones circulatorias de alto flujo y alta presión [98]. 
Las plaquetas circulantes deben ser capaces de mantener contactos repetidos con la pared vascular 
normal [99] sin que se produzca su activación, reconocer la lesión vascular cuando se produce, 
adhiriéndose al subendotelio expuesto a pesar de la fuerza del flujo sanguíneo contínuo, y tras su 
activación, formar un tapón hemostático estable y del tamaño adecuado, capaz de permanecer en el 
lugar de la lesión mientras sea necesario.  

La  contribución de las plaquetas a la hemostasia es diferente en arterias y venas. En el sistema venoso, 
el bajo coeficiente de cizalladura y la estasis, permiten la acumulación de factores de la coagulación 
activados, y la generación local de gran cantidad de trombina, con una contribución menor de las 
plaquetas. El trombo venoso contiene plaquetas, pero el componente celular dominante son los 
eritrocitos atrapados en la red de fibrina. En la circulación arterial, el alto coeficiente de cizalladura limita 
la formación de fibrina, por aclaramiento de los factores de la coagulación. Las plaquetas ayudan a 
formar una barrera física frente a la pérdida de sangre, y al mismo tiempo, proporcionan una superficie 
para la generación de trombina. La formación de trombos patológicos en el sistema arterial se produce 
en aquellas situaciones que alteran los mecanismos destinados a prevenir la activación plaquetaria no 
deseada, produciéndose una acumulación local de plaquetas donde no se necesitan [100].  

La serie coordinada de eventos que conduce a la activación plaquetaria y la formación del tapón 
hemostático se divide clásicamente en tres fases [98], Fig.2. 
• Fase de iniciación, en la que las plaquetas, tras entrar en contacto con el subendotelio expuesto, 
forman una monocapa sobre la lesión y son activadas. Comprende los procesos de adhesión 
plaquetaria y activación inducida por adhesión al colágeno. 
• Fase de extensión, en la que se reclutan y activan nuevas plaquetas debido a la liberación local de 
agonistas plaquetarios. Comprende los procesos de amplificación de la activación, mediados por 




                                     
• Fase de estabilización, en la que se previene la desagregación prematura del tapón hemostático y se 
produce la reparación del tejido lesionado. Comprende los eventos finales de la formación del tapón 
hemostático, activación de la coagulación y formación de fibrina, y los mecanismos de amplificación de 
señal intraplaquetarios (autocrinos), o a través de receptores cuyos ligandos están localizados sobre la 
superficie de plaquetas adyacentes (paracrinos)  

El resultado final es un tapón hemostático formado por plaquetas activadas embebidas dentro de una 
malla de fibrina, capaz de formar una estructura lo bastante estable como para soportar las fuerzas de 
cizalladura generadas por el flujo sanguíneo en la circulación arterial. En este proceso, las plaquetas no 
solo proporcionan una superficie protrombótica que permite la  acción de las proteasas de la 
coagulación, sino también una superficie que puede facilitar la emigración leucocitaria al interior de los 
tejidos circundantes, y una fuente de mediadores de la inflamación, o de moléculas que favorecen la 
reparación de tejidos [98]. 

1.2.1. Adhesión y activación 
Bajo condiciones fisiológicas las plaquetas circulan muy próximas a la pared vascular, sin interactuar 
con las células endoteliales, que presentan una natural resistencia a la trombosis. Cuando se produce 
una disrupción de la continuidad del endotelio, las proteínas de la matriz extracelular subendotelial, 
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Figura 2.     Formación del tapón hemostático: captura y adhesión inicial, activación, adhesión firme, 
amplificación de la activación y agregación. Fuente: ref .212.
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como colágeno, FVW, fibronectina o laminina, quedan expuestas e interaccionan de manera inmediata 
con los receptores específicos de la superficie plaquetaria. La función de adhesión del FVW 
subendotelial es dependiente de la interacción de su dominio A1 con la GPIbα, uno de los componentes 
del complejo GPIb/V/IX de la membrana plaquetaria [101]. Pero la unión entre GPIbα y FVW se disocia 
rápidamente y es incapaz de soportar una adhesión estable, por lo que las plaquetas requieren la 
contribución de otras interacciones entre ligando y receptor para obtener una adhesión firme [102]. La 
unión de las plaquetas al colágeno está mediada por la GPVI [103,104] y la integrina α2β1 [105], 
mientras que la fibronectina y la laminina se unen a las integrinas α5β1 y α6β1, respectivamente [106].  

1.2.1.1. Proteínas adhesivas de la matriz extracelular subendotelial 
Las condiciones reológicas del flujo influyen de forma importante en la adhesión, fundamentalmente el 
coeficiente de cizalladura del flujo sanguíneo [107], que mide el gradiente de la velocidad de flujo en 
relación con la distancia a la pared vascular, y es función directa de la velocidad del flujo sanguíneo y 
función inversa del diámetro transverso del vaso, expresandose en unidades de segundos inversos (s-1). 
Estudios ex vivo en humanos han demostrado que la unión entre GPIbα y FVW es la principal interacción 
para iniciar la adhesión plaquetaria en condiciones de flujo con alto coeficiente de cizalladura (> 1000 
s-1) [107], como ocurre en la microcirculación arterial o en las arteriolas [108]. Estudios análogos en 
modelos murinos han revelado una dependencia del coeficiente de cizalladura comparable en la 
adhesión mediada por GPIbα-FVW, que se produce en condiciones de alto ratio de cizalladura [109]. En 
presencia de una significativa reducción de la luz vascular por trombosis vascular, arteriosclerosis o 
vasoconstricción, el coeficiente de cizalladura del flujo sanguíneo puede incrementarse 
sustancialmente, y la interacción GPIbα-FVW convertirse en predominante [110,111]; en cambio, en 
situaciones con bajo coeficiente de cizalladura, como ocurre en las venas o en las grandes arterias, las 
plaquetas se adhieren fundamentalmente al colágeno, la fibronectina y la laminina. 

• Factor von Willebrand. El FVW es una proteína multimérica sintetizada por las células endoteliales y 
los megacariocitos; se almacena en los cuerpos de Weibel-Palade de las células endoteliales, en los 
gránulos α de las plaquetas, y en forma soluble se encuentra en el plasma, así como en la matriz 
extracelular subendotelial [112]. El FVW inmovilizado en el subendotelio es suficiente para iniciar la 
adhesión plaquetaria bajo condiciones de flujo, aunque la cinética de esas interacciones varia según las 
condiciones hidrodinámicas. El papel preferencial del FVW en su interacción con las plaquetas en 
situaciones de flujo de alta velocidad, se debe en parte a que el alto flujo facilita cambios 




                                     
[113]. Además de su papel en la mediación de la interacción entre plaqueta y pared vascular, el FVW 
también funciona como molécula portadora del factor VIII de la coagulación. La relevancia del FVW en la 
hemostasia se pone de manifiesto en la Enfermedad de von Willebrand, una diátesis hemorrágica 
hereditaria caracterizada por diferentes defectos relacionados con el FVW [114]. De manera similar, en 
ratones con deficiencia de FVW genéticamente inducida, se demuestra una disminución de la 
interacción entre plaquetas y endotelio tras la lesión vascular [115, 116]. 

• Colágeno. Las células endoteliales proporcionan una barrera que evita la interacción de las plaquetas 
circulantes con los diferentes tipos de colágeno presentes en la matriz extracelular subendotelial [117]. 
Cuando esta barrera se rompe, los receptores plaquetarios GPVI e integrina α2β1 median en la unión al 
colágeno subendotelial, aunque estas interacciones requieren la captura previa de las plaquetas 
mediante la unión entre GPIbα y FVW. Tanto la GPVI como la integrina α2β1 intervienen en la activación 
plaquetaria inducida por colágeno bajo condiciones de flujo, si bien la secuencia precisa de tales 
interacciones no es completamente conocida. Algunos estudios en plaquetas humanas ex vivo sugieren 
que la unión inicial del complejo GPIbα al FVW induce un cambio conformacional de la subunidad α de 
la integrina α2β1, aumentando su afinidad al colágeno [118], y en consecuencia, permitiendo la 
interacción entre la GPVI y el colágeno. Otros estudios sugieren un papel fundamentalmente cooperativo 
de la GPVI y la integrina α2β1 en su participación en la adhesión al endotelio dañado, comenzando con 
la unión a la GPVI y posterior activación de la integrina α2β1 [119]. Estudios en modelos murinos con 
deficiencia genética de integrina α2β1 han mostrado resultados discordantes [119,120]. La contribución 
relativa de la GPVI y la integrina α2β1 a la interacción de las plaquetas con el colágeno, y su relación con 
la adhesión mediada por GPIb-FVW, aún no ha sido completamente dilucidada. 

• Otros componentes subendoteliales. El subendotelio contiene otros sustratos diferentes capaces de 
unirse a la plaquetas participando en su activación, como laminina, trombospondina, fibronectina y 
vitronectina, entre otros [121]. Estos sustratos pueden unirse a varias β1 y β3 integrinas. El peso relativo 
de cada uno de estos componentes en la hemostasia y trombosis no es bien conocido. 

1.2.1.2. Activación plaquetaria inducida por adhesión al colágeno
La unión inicial de la GPIbα al FVW es insuficiente para conseguir una adhesión estable, pero mantiene 
a las plaquetas, siguiendo la dirección del flujo sanguíneo, en estrecho contacto con la superficie 




                                     
(rolling). Al girar, establecen contacto con el colágeno subendotelial expuesto a través del receptor GPVI 
y la integrina α2β1. Por tanto, el FVW contribuye a la captura inicial de plaquetas sobre la superficie 
vascular lesionada, y el colágeno establece puentes estables con las plaquetas [122]. La unión de 
diferentes proteínas de la matriz extracelular subendotelial con integrinas β1 media la adhesión firme al 
colágeno; la integrina αIIbβ3 interviene a través de la interacción con la fibronectina y el FVW unido al 
colágeno. (Tabla 4). 

Tabla 4. Principales receptores y ligandos involucrados en la adhesión


Receptor Nomenclatura previa Ligando
Complejo GPIb/IX/V
                 
Subunidad GPIbα
































                                     
La unión de la GPVI al colágeno induce una cascada de señalización intracelular que conduce al 
incremento de la [Ca2+]c y desencadena la activación de las plaquetas [123]. La activación plaquetaria 
consiste en una compleja serie de cambios morfológicos y bioquímicos que dan lugar al cambio de 
forma y la expansión de las plaquetas (spreading) sobre las fibras de colágeno expuestas en la zona 
lesionada, a la liberación local de agonistas plaquetarios solubles como ADP y TxA2, y a la expresión en 
la superficie de las plaquetas de diferentes moléculas adhesivas capaces de atraer y reclutar nuevas 
plaquetas y otras células, como los leucocitos, que se adhieren unas a otras formando agregados. 

1.2.2. Amplificación y agregación 
Supone el reclutamiento y activación de nuevas plaquetas sobre la monocapa inicial de plaquetas 
activadas, debido a la liberación local de agonistas plaquetarios solubles [98]. Estos agonistas, junto 
con la trombina generada localmente, estimulan receptores que se acoplan a proteínas G e inducen 
diferentes vías de señalización que actúan sinérgicamente para inducir la activación de las plaquetas 
vecinas. La amplificación de la activación plaquetaria conduce a la liberación de más agonistas 
plaquetarios solubles; de este modo, un gran número de plaquetas adicionales se adhieren a la 
monocapa inicial de plaquetas activadas y se activan a su vez. Estos cambios son imprescindibles para 
la formación de agregados plaquetarios estables.  

Aunque la integrina αIIbβ3 es la molécula mas ampliamente estudiada como mediadora en la formación 
de puentes entre plaquetas y en la estabilización del trombo, otras moléculas se han propuesto 
recientemente para ejercer esta función. Entre ellas se incluyen las moléculas de adhesión miembros de 
la superfamilia de las Igs denominadas JAM (Junctional adhesion molecule), la familia de proteínas 
SLAM (Signaling lymphocyte activation molecule) y el ligando CD40 [124–126]. Su papel específico  en 
la agregación plaquetaria no esta claramente definido. 

1.2.2.1. Agonistas plaquetarios solubles 
Una gran variedad de agonistas plaquetarios solubles juegan un papel crítico en la activación 
plaquetaria [127]; unos son liberados desde células lesionadas (ADP procedente de la fragmentación 
de los eritrocitos), otros son producto del proceso de la coagulación (trombina) o de la inflamación 
(Platelet-activating factor, PAF), o forman parte de las placas de ateroma (ácido lisofosfatídico). Pero la 




                                     
araquidónico (TxA2), bien de la secreción de los gránulos densos plaquetarios (ADP, serotonina), y su 
liberación permite amplificar la activación plaquetaria y reclutar plaquetas circulantes. 

 La Tabla 5 recoge los principales agonistas solubles y la proteína adhesiva fundamental, el colágeno, 




Tabla 5. Principales agonistas implicados en la activación plaquetaria 
Agonistas Receptores Función en la plaqueta
Colágeno GPIbα (alto flujo vía FVW)
αIIbβ3 (alto flujo vía FVW)
α2β1 (bajo flujo)
GPVI (bajo flujo)
Activación de Integrina αIIbβ3
Liberación de ADP y TxA2
Spreading
Agregación plaquetaria





Liberación de ADP, epinefrina y 
serotonina
Activación/movilización de 
ligando CD40 y P-selectina 
Actividad procoagulante
Liberación de ADP y TxA2
ADP P2Y1
P2Y12
Cambio de forma de la plaqueta
Agregación transitoria
Liberación de TxA2







Reclutamiento y agregación en 
el tapón hemostático primario 
Epinefrina α2a Suplementa actividad de P2Y12
Serotonina 5HT-2a Reclutamiento de plaquetas
Actividad procoagulante (vía 
retención de fibrinógeno y 





                                     
• Trombina: La trombina es el componente clave del sistema de la coagulación sanguínea y el mas 
potente agonista fisiológico plaquetario. La respuesta de las plaquetas a la trombina está mediada 
parcialmente por el complejo GPIb/IX/V, y principalmente por GPCRs activados por proteasas o PAR. 
Los PAR son únicos entre los GPCRs, ya que su activación se produce a través de la proteolísis de un 
fragmento extracelular del extremo amino del receptor por la trombina, lo que genera un nuevo extremo 
amino que muestra un ligando SFLLRN (en el PAR-1) y AYPGKF (en el PAR-4) que activará cada 
receptor [128]. La trombina, a través de PAR-1 o PAR-4, induce activación plaquetaria, cambio de forma 
y secreción de gránulos. Un péptido sintético, denominado péptido agonista del receptor de la trombina 
o TRAP (Thrombin-receptor agonist peptides), es capaz de mimetizar el nuevo extremo amino y activar 
de forma potente al receptor de la trombina, desencadenando las mismas respuestas que la trombina, 
independientemente de la proteolísis del receptor. Las respuestas dependiente de PAR-1 son evidentes 
a concentraciones mucho mas bajas de trombina que las inducidas por PAR-4 [129], pero para prevenir 
la activación plaquetaria asociada a trombina, hay que inhibir a ambos. En modelos murinos, la 
respuesta a trombina es mediada por PAR-3 y PAR-4 [129,130]. Las plaquetas humanas también 
expresan PAR-3, aunque no parece contribuir a la respuesta plaquetaria a la trombina [129,131]. 
Actualmente, los antagonistas de los receptores de la trombina son objeto de estudios clínicos 
avanzados, y representan una nueva diana terapéutica en el tratamiento antitrombótico [137]. 

Las vías de señalización intracelular de PAR-1 y PAR-4 en plaquetas humanas no son completamente 
conocidas. Ambos se acoplan a proteínas G, concretamente Gq y G12/G13 [132], y posiblemente a Gi 
[133,134], Fig.3. A través de Gq provocan activación de PLC, movilización del Ca2+ y activación de 
proteína cinasa C (PKC) [135]. Mediante G12/G13, la trombina activa también miembros de la 
superfamilia Ras, como Rac, Rho y Rap1B, con un importante papel en la reorganización del 
citoesqueleto y el cambio de forma de la plaqueta. Por último, a través de Gi la trombina inhibe la 
actividad de la adenilato ciclasa (AC), productora del AMPc, que mantiene a las plaquetas circulantes 
en un estado inhibido, poco propenso a la activación [136].  

• Adenosina difosfato. El ADP fue identificado en la década de los 60 como un factor derivado de los 
eritrocitos implicado en la hemostasia y trombosis [138]. Estudios posteriores demostraron que  se 
almacena en los gránulos densos plaquetarios a concentraciones cercanas al rango molar, y es liberado 
cuando las plaquetas son estimuladas por otros agonistas, como trombina o colágeno, reforzando y 
amplificando la agregación [139]. El ADP es un agonista plaquetario débil, pero un coactivador esencial 
para que la respuesta del resto de agonistas plaquetarios, incluso los más débiles, como serotonina o 




                                     
El ADP induce la formación de TxA2, la fosforilación de proteínas, el aumento de la [Ca2+]c debido a una 
movilización de Ca2+ muy rápida y transitoria desde los depósitos intracelulares, y la correspondiente 
entrada de Ca2+ extracelular [141], el cambio de forma, la agregación y la secreción, e inhibe la 
formación de AMPc. El ADP actúa a través de dos receptores purinérgicos acoplados a proteína G, 
P2Y1, acoplado a Gq, y P2Y12, acoplado a Gi [24,30], Fig.3. P2Y1 activa la isoforma β de la PLC, 
conduciendo a la formación de los segundos mensajeros D-1,2-diacilglicerol (DAG) e IP3, que activan a 
la PKC y movilizan Ca2+, respectivamente. P2Y12 inhibe la AC y la producción de AMPc, y activa la 
enzima fosfatidil inositol 3 cinasa (PI3K). En esta ultima función se cree que subyace la capacidad de 
sinergia del receptor P2Y12  con otros movilizadores de Ca2+, como P2Y1, receptores del TxA2 o la 
integrina αIIbβ3 [142].  
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Figura 3.  Vías de señalización intracelular de los principales agonistas  plaquetarios solubles.  
Fuente:  ref. 127
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El ADP activa también a la fosfolipasa A2 (PLA2) liberando ácido araquidónico (AA), lo que lleva a la 
producción de TxA2. Paradójicamente, se ha observado que el ADP es capaz de estimular una 
agregación sostenida, con una marcada secreción de gránulos densos, en plasma citratado con niveles 
micromolares de Ca2+, mientras que solo induce una agregación transitoria, que no es capaz de 
estimular la secreción de los gránulos densos, en presencia de concentraciones fisiológicas milimolares 
de este catión. Esta diferencia parece asociarse con el incremento de la síntesis de TxA2 en plasma 
citratado, sugiriendo que el Ca2+ extracelular inhibe la formación de TxA2 inducida por ADP [142]. Por su 
importante participación en la agregación plaquetaria, la inhibición del receptor P2Y12 es una efectiva 
estrategia terapéutica antiagregante [143]. Por otra parte, se han descrito mutaciones en el receptor 
P2Y12 que se asocian a trastornos hemorrágicos hereditarios [144]. 

• Tromboxano A2. El TxA2 es un producto del metabolismo del AA; se han descrito dos isoformas de 
receptores del TxA2, TPα y TPβ, aunque TPα es la isoforma predominante expresada en plaquetas 
humanas [145,146]. El TxA2 activa a las plaquetas a través del receptor H2 para TxA2 /PG, que se acopla 
a Gq y G13 [29,30], dando lugar a la activación de PLC y RhoGEF (Guanine nucleotide exchange factor 
for Rho/Rac/Cdc42-like GTPases) [147]. El TxA2 es liberado desde diversas células, incluidas las 
plaquetas, sobre las que actúa de forma autocrina y paracrina. El TxA2 interviene en el cambio de forma, 
la agregación, y la secreción de los gránulos plaquetarios, e incrementa la respuesta de otros agonistas 
plaquetarios, por tanto, amplifica la activación plaquetaria.  

Estos fenómenos se acompañan de incrementos en la [Ca2+]c y de la activación de PLC, con la 
consecuente producción de IP3 y DAG, de la activación de la PKC, de la fosforilación de la pleckstrina, 
de la estimulación de la cinasa de la cadena ligera de miosina (MLCK), de la activación de PLA2, que 
producirá más AA, y, finalmente, la exposición en la membrana de los sitios de unión de la integrina 
αIIbβ3 [148]. Aunque el incremento en la [Ca2+]c y el cambio de forma se producen independientemente 
de la acción de otros agonistas, para que la plaqueta se agregue completamente bajo la acción del 
TxA2, necesita de la colaboración de ADP y epinefrina [149]. La inhibición de la producción de TxA2 por 
inhibición de COX-I es uno de los mecanismos de acción de la aspirina, un agente antiagregante de uso 
habitual [150], y se evalúa en la actualidad el potencial terapéutico de los inhibidores directos de TPα 
[151].  

• Epinefrina: Se considera un agonista débil que amplifica el efecto de otros estímulos. La epinefrina 




                                     
plaquetas preactivadas con trombina, incluso con concentraciones tan bajas como 0,21 nM. [152], 
mediante su capacidad para inhibir la formación de AMPc [153], tras la unión del receptor α2A-
adrenérgico a Gz, otro subtipo de Gi [31]. 

1.2.2.2. Activación de la integrina αIIbβ3 
La integrina αIIbβ3 se encuentra normalmente en estado de reposo o de "baja afinidad" en las plaquetas 
circulantes, pero sufre un cambio conformacional a un estado “activado” o de "alta afinidad" tras la 
activación plaquetaria [154]. La integrina αIIbβ3 activada adquiere la capacidad de unirse a sus ligandos 
(fibrinógeno, FVW, y muchas proteínas de la matriz extracelular que contienen secuencias RGD-like [tipo 
arginina-glicina-aspartato]), y media en la adhesión plaquetaria estable, la agregación plaquetaria y la 
formación del trombo [155].  

Los ligandos ejercen diferentes funciones dependiendo de la fuerza de cizalladura a la que está 
expuesto el vaso lesionado. En situaciones de flujo con bajo coeficiente de cizalladura, el fibrinógeno 
actúa como ligando dominante en la agregación. Sin embargo, cuando se incrementa la velocidad de 
flujo (> 1000 s-1), el inicio de la agregación depende del FVW y la fibronectina [107]. La molécula de 
fibrinógeno puede unirse simultáneamente a dos moléculas de integrina αIIbβ3, y por tanto funcionar 
como un puente entre plaquetas, lo que inicia el proceso de la agregación plaquetaria. Cada plaqueta 
contiene de 40.000 a 80.000 copias de la integrina αIIbβ3 en su superficie, por tanto, grandes agregados 
de plaquetas pueden llegar a reunirse sobre la capa inicial de plaquetas activadas, adheridas al 
endotelio lesionado.  

Los mecanismos de señalización inside-out de la integrina αIIbβ3 inducen cambios en los dominios 
extracelulares de unión al fibrinógeno, u otros ligandos, transformando el estado de "baja afinidad" a un 
estado activado [154]. La señalización inside-out requiere la unión de dos proteínas expresadas en la 
matriz extracelular, talina y kindlina, al dominio citoplasmático de β3 [156-158], pero la relación entre 
talina y kindlina en este mecanismo aún debe ser aclarada [159-161]. Después de unirse a sus ligandos, 
la integrina αIIbβ3 sufre un cambio conformacional inducido por la unión al ligando que puede 
propagarse por un mecanismo outside-in al dominio citoplasmático [162]. Sin embargo, aunque los 
cambios conformacionales de αIIbβ3 inducidos por la unión al ligando se producen tanto con 




                                     
una respuesta celular significativa cuando se trata de ligandos macromoleculares multiméricos, 
sugiriendo que el tipo de ligando puede ser esencial para la transmisión de señales outside-in [163].  

El primer evento de señalización que ocurre después de la unión de la integrina αIIbβ3 con sus ligandos 
es la unión de la subunidad Gα13 de la proteína G al dominio citoplasmático de β3 [163]. La interacción 
de Gα13 con β3 estimula la activación de proteinas tirosina cinasas [163], particularmente la unión de β3 
con proteinas tirosina cinasas de la subfamilia Src (SFK) [164]. Las SFKs median en la señalización 
outside-in a través de numerosos mecanismos [165]. Estas señales conducen a la reorganización del 
esqueleto, la formación y estabilización de grandes agregados, y a la retracción del coágulo. 

1.2.3. Estabilización del trombo 
Las plaquetas también juegan un papel importante en la hemostasia secundaria, proporcionando una 
superficie catalítica altamente efectiva para el desarrollo de las reacciones de la coagulación. Cuando 
las plaquetas son activadas, los fosfolípidos cargados negativamente se mueven desde la cara interna 
de la bicapa de la membrana plasmática a la cara externa [165]. El movimiento transmembrana de 
fosfolípidos aniónicos se asocia con la formación y liberación de vesículas procoagulantes ricas en 
fosfolípidos aniónicos, denominadas microvesículas [98]. Tanto la superficie de las plaquetas activadas 
como las microvesículas proporcionan sitios de unión para enzimas y cofactores del sistema de la 
coagulación, permitiendo una eficiente generación de trombina, la única proteasa capaz de actuar 
sobre el fibrinógeno para formar fibrina.  

Los mecanismos biológicos que regulan la función procoagulante de las plaquetas no son bien 
conocidos; en las plaquetas en reposo los fosfolípidos de membrana están asimétricamente 
distribuidos, pero tras la estimulación por agonistas potentes, esta asimetría se pierde por la activación 
de escramblasa, un transportador bidireccional de fosfolípidos dependiente de Ca2+ que conduce a la 
expresión de fosfolípidos cargados negativamente, como fosfatidilserina, en la cara externa de la 
membrana plasmática [98]. Los defectos en la expresión de fosfatidilserina son raros y se traducen en 
una diátesis hemorrágica denominada síndrome de Scott [166]. Estudios recientes han identificado en la 
membrana plasmática a la proteína transmembrana 16F (TMEM16F), que participa en el intercambio de 
fosfolípidos dependiente de Ca2+, y se ha demostrado una mutación en el gen TMEM16F en pacientes 





                                     
Por último, las plaquetas activadas y agregadas están interconectadas, directa o indirectamente, por 
diferentes moléculas de adhesión (P-selectina, fibrinógeno, FVW), pero separadas por hendiduras de 
unos 50 nm entre ellas, lo que facilita la acción autocrina y paracrina de moléculas liberadas por las 
propias plaquetas, pero impide la difusión de factores plasmáticos, y por tanto, previene la fibrinolísis 
prematura del colágeno por acción de la plasmina [17]. La retracción del coágulo ayuda a estrechar 
esas hendiduras e incrementa la concentración local de agonistas solubles [168]. La acción conjunta de 
todos estos mecanismos estabiliza el tapón hemostático. 

1.2.4. Regulación de la activación plaquetaria 
La activación plaquetaria adecuada limita la hemorragia y promueve la reparación de los tejidos 
lesionados sin causar oclusión vascular. La activación plaquetaria inadecuada, sin embargo, puede 
conducir a la oclusión arterial, la isquemia y la lesión tisular [98]. Por este motivo, la activación 
plaquetaria es un proceso finamente regulado, con objeto de alcanzar un equilibrio entre activadores e 
inhibidores que limite la formación del trombo al lugar de la lesión.  

Aunque ratios de flujo patológicamente elevados pueden llegar a activar directamente a las plaquetas, 
en el contexto de la respuesta hemostática adecuada a la pérdida de la integridad del endotelio, las 
plaquetas son activadas por la exposición de los componentes adhesivos de la matriz extracelular 
subendotelial, como el colágeno, por la generación de agonistas plaquetarios a través del proceso de la 
coagulación, como la trombina, o por factores liberados desde las células endoteliales u otras plaquetas 
activadas, como ADP, TxA2 o FVW.  

Pero las plaquetas no son solo activadas por el endotelio denudado, sino que también pueden ser 
activadas por un endotelio inflamado intacto, como ocurre en la arteriosclerosis. Las interacciones entre 
el endotelio inflamado y las plaquetas parecen estar mediadas por el incremento de la expresión de las 
moléculas de adhesión endoteliales, como P-selectina, ICAM (Intercellular cell adhesion molecule) o 
VCAM (Vascular cell adhesion molecule). Estas moléculas sirven para localizar a las plaquetas, 
activándolas e induciendo la expresión de moléculas de adhesión en la superficie plaquetaria, como P-
selectina e integrinas, y la secreción del contenido de los gránulos plaquetarios ricos en agonistas 
plaquetarios, pero también ricos en citocinas y quimiocinas, que pueden activar y reclutar leucocitos 
distantes del lugar de lesión, lo que perpetúa el ciclo de interacciones inflamatorias entre plaquetas, 




                                     
 Las células endoteliales activadas participan en este proceso mediante varios mecanismos: 
favoreciendo la generación de trombina y el depósito de fibrina, al ayudar a ensamblar los complejos de 
los factores de la coagulación activados; suprimiendo la activación plaquetaria mediante la liberación de 
inhibidores como PGI2, que aumenta los niveles del AMPc, óxido nítrico (NO), que reduce el catabolismo 
del GMPc, o CD39, una ectoADPasa de la superficie de las células endoteliales que puede hidrolizar 
pequeñas cantidades de ADP (que de otro modo podrían producir una activación inadecuada de las 
plaquetas); o promoviendo la activación de la proteína C, un inhibidor fisiológico de la formación de 
trombina [98].  

1.2.5. Vías de señalización de la activación y agregación plaquetaria 
Desde que se produce el estímulo de la plaqueta por un agonista hasta la respuesta de ésta, ocurren un 
gran número de eventos intracelulares que requieren de la participación de diferentes vías de 
señalización, que involucran, de forma directa o a través de segundos mensajeros, una compleja 
maquinaria celular altamente interrelacionada.  

El evento central de la activación plaquetaria es el incremento de la [Ca2+]c que actúa como integrador 
de las diferentes vías de señalización desencadenadas por los diferentes agonistas, Fig.4. Las rutas de 
transducción de señales utilizan diferentes proteína cinasas para la modificación de la función de las 
proteínas a través de su fosforilación. La mayoría de las vías de fosforilación proteína G dependientes 
(activación inducida por agonistas solubles) activan isoformas de la PLCβ, mientras que las integrinas 
αIIbβ3 y α2β1 , y los receptores que contienen ITAM (activación inducida por proteínas adhesivas), activan 
principalmente isoformas de la PLCγ. Ambas dan lugar a la producción de dos segundos mensajeros, 
DAG e IP3, que en último término conducen al aumento de la [Ca2+]c a través de la ECC [17]. La 
Fosfolipasa A2 (PLA2) es otra vía de señalización inducida por los GPCRs, Fig. 3, y se ha asignado un 
importante papel a las vías de activación a través de PI3K, inducidas por GPCRs, receptores que 
contienen ITAM, o integrinas, como P2Y12, GPVI e integrina αIIbβ3, respectivamente. 

 El incremento transitorio de la [Ca2+]c  desencadenado por estas vías, junto con la activación de otras 
cascadas de señalización, estimula múltiples vías efectoras, tanto Ca2+ dependientes como Ca2+ 
independientes, como la activación de PKC desencadenada por DAG, que conducen finalmente al 
cambio de forma, secreción granular e incremento de la adhesión y agregación plaquetarias. A 




                                     
 
• Fosfolipasa A2 (PLA2). Esta enzima de 85 kDa, es responsable de la producción de la mayoría del AA, 
derivado de la estimulación plaquetaria por agonistas fisiológicos. El AA es un ácido graso que se 
almacena en las membranas de fosfolípidos, principalmente en la fosfatidilcolina, la fosfatidiletanolamina 
y el fosfatidilinositol. Cuando la plaqueta es activada, la PLA2 hidroliza el AA (aunque también puede 
hidrolizar otros fosfolípidos con otras cadenas acilos) [169], Fig.3. En células nucleadas de mamíferos, 
la PLA2 es transferida desde el citosol hacia la región perinuclear, donde se encuentran situados el 
núcleo, el RE y el aparato de Golgi. No existen pruebas de la translocación de PLA2 hacia los sistemas 
de membrana (STD y SCA) en las plaquetas, aunque parece lógico suponer esto ya que tanto COX-I 
como la tromboxano sintetasa se localizan en el STD [75].  

-! -50
Figura 4.    Modelo simplificado de las principales vías de activación plaquetaria. Fuente: Ref. 21
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La activación de la PLA2 puede producirse tanto por un aumento en la [Ca2+]c, como por fosforilación 
[169]. En cuanto a su regulación por Ca2+, la PLA2 posee un dominio C2 en su extremo N terminal que 
constituye el elemento de unión de la fosfolipasa a los ligandos de una manera dependiente de Ca2+, en 
respuesta a incrementos muy pequeños (de orden nM) en la [Ca2+]c. Así, la mayoría de los agonistas 
que incrementan la [Ca2+]c vía inositol 1,4,5-trifosfato (IP3), vaciando los depósitos intracelulares de Ca2+ 
y provocando la apertura de canales en la membrana que permiten la entrada masiva de Ca2+ desde el 
medio extracelular, activan la PLA2, incrementando la producción de AA. Existen también otras vías de 
entrada de Ca2+ donde los canales están regulados por tirosina cinasas [170]. Numerosos estudios han 
demostrado que la PLA2 es fosforilada en los residuos de serina 437, 454, 505 y 727, siendo ser-505 
(MAP cinasa) y ser-727 (Mnk1-, PRAK1 cinasa) los más importantes para la actividad catalítica de la 
enzima. De tal forma que la actividad de PLA2 es hasta tres veces mayor cuando ésta se encuentra 
fosforilada completamente. Cabe destacar que la fosforilación por sí misma no es capaz de activar la 
PLA2, aunque incrementa la respuesta de ésta a los aumentos de la [Ca2+]c [169].  

• Fosfolipasa C (PLC). (~150 kDa). La familia de las PLC, con numerosas isoformas, de las cuales las 
subfamilias β y γ son las más importantes en las plaquetas, juega un papel esencial en la activación de 
las plaquetas mediada por receptor. La PLC es una enzima hidrolítica, dependiente de Ca2+, con 
marcada preferencia por el fosfatidil inositol 4,5-bifosfato (PIP2) al cual hidroliza generando dos de los 
mensajeros intracelulares más importantes, el IP3 y el DAG [73]. Además de la generación de estos dos 
mensajeros, la hidrólisis de PIP2 por la PLC tiene otras consecuencias. PIP2 es el sustrato preferido de la 
enzima PI3K, que es activada tras la estimulación de las plaquetas por un agonista y cambia un fósforo 
del PIP2 a la 3ª posición del anillo generando el segundo mensajero fosfatidil inositol 3,4,5-trifosfato 
(PIP3); por tanto, la activación de la PLC disminuye el sustrato de la PI3K afectando a las vías de 
señalización de esta cinasa [171]. Otra de las repercusiones de la hidrólisis de PIP2 es la liberación de 
las proteínas profilina y gelsolina, involucradas en la regulación de la polimerización de actina, y que se 
encuentran secuestradas en la membrana, unidas al PIP2, en las plaquetas en reposo [172]. Por último, 
la hidrólisis de PIP2 mediada por PLC, bien por la activación plaquetaria o por factores de crecimiento 
polipeptídicos, como el PDGF, el factor de crecimiento epidermal (EGF), el factor de crecimiento de los 
fibroblastos (FGF) y el factor de crecimiento neurológico (NGF), permite el reciclado de los 
fosfoinosítidos [173]. 

Todas las PLC están compuestas de distintos dominios. En el extremo N tienen un dominio de homología 
a pleckstrina (PH), seguido de cuatro dominios EF-hand (que unen Ca2+). El dominio PH es capaz de 




                                     
PLC a las membranas y su interacción con las proteínas de membrana [174]. El dominio catalítico de la 
PLC varía en función de la isoforma y está formado por dos regiones designadas X e Y, separadas por 
más o menos aminoácidos (50-70 en las isoformas PLCδ y PLCß , y 400 en la isoforma PLCγ), con dos 
dominios de unión a Src (SH-2 y SH-3), todos incluidos en un segundo dominio PH, que es necesario 
para la activación de la PLC en plaquetas. Existen pruebas de que otras proteínas con el dominio PH 
pueden inhibir la hidrólisis de PIP2 inducida por agonistas [175].  

La única isoforma de PLC regulada por proteínas G es la PLCβ, que es activada por distintos agonistas 
fisiológicos, como la trombina, el ADP y el TxA2. Las principales isoformas expresadas en plaquetas son 
la PLCβ2 y PLCβ3. La activación de la PLCβ2 por las subunidades βγ de la proteína G, es el mecanismo 
predominante en la hidrólisis de PIP2 tras la estimulación con trombina, mientras que PLCβ3 media la 
hidrólisis de PIP2 tras la estimulación con ADP, y ésta es activada por la subunidad αq de la proteína G 
[174]. La activación de la PLCγ2 mediada por colágeno en plaquetas, requiere la contribución de 
numerosas moléculas, incluyendo las tirosina cinasas Fyn, Lyn, Syk y BtK, que median la fosforilación de 
los residuos de Tyr753 y Tyr759 [176], la proteína adaptadora LAT, las proteínas SLP-76 y PIP3 [174].  

• Inositol-1,4,5-trifosfato (IP3). Es un segundo mensajero soluble que promueve de manera muy rápida 
el vaciamiento de los depósitos intracelulares de de Ca2+, mediante la activación y cambio 
conformacional de su receptor (IP3R). Una ruta alternativa para el IP3 es su fosforilación, que lo convierte 
en inositol 1,3,4,5-tetrakisfosfato (IP4). Aunque el IP4 no moviliza Ca2+ desde los depósitos intracelulares, 
puede actuar regulando los flujos de Ca2+ [177].  

• D-1,2-diacilglicerol (DAG). Es un segundo mensajero de naturaleza lipídica y unido a la membrana, 
que media la translocación y la activación de la PKC, que fosforila residuos de serina y treonina. El DAG 
también puede servir de segundo mensajero para la apertura de canales no capacitativos en la 
membrana plasmática. El DAG es inactivado rápidamente mediante fosforilación por la DAG cinasa, que 
lo transformará en ácido fosfatídico (PA), un precursor de la biosíntesis de los fosfolípidos.  

• Proteínas Serina/Treonina (Ser/Thr) cinasas. Los mecanismos utilizados por esta familia de 
proteínas para el reconocimiento de su sustrato específico se han descrito recientemente. Estas cinasas 
dependen del anclaje mediante interacciones directas con el sustrato, utilizando lugares diferentes a la 




                                     
a la especifidad y la regulación de la actividad cinasa. El análisis de su estructura indica que los lugares 
utilizados para el anclaje de los sustratos pueden también unir extensiones N y C terminales al centro 
catalítico de la cinasa, y participar en la regulación de su actividad [178]. Las principales proteínas Ser/
Thr cinasas incluyen: 

- Proteína cinasa A (PKA). Es una proteína heterotetramérica regulada por AMPc y formada por dos 
subunidades catalíticas y dos subunidades reguladoras que suprimen la acción de las catalíticas. Así, 
cuando las subunidades reguladoras se unen a AMPc, las proteínas catalíticas son liberadas 
permitiéndoles realizar su función fosforilando residuos de Ser/Thr. Esta cinasa contribuye al estado de 
reposo de las plaquetas mediante su papel en la regulación de la homeostasis del Ca2+ en las 
plaquetas humanas y megacariocitos. Incrementos en la concentración de AMPc estimulados por PG, 
activan la PKA, que fosforila a su vez los receptores de IP3 , disminuyendo la liberación de Ca2+ desde 
los depósitos intracelulares mediada por IP3. La PKA no sólo inhibe la liberación de los depósitos sino 
que regula de forma negativa la actividad tanto de la PLC, reduciendo la formación de IP3 y DAG, 
como de la PLA2 , e incluso la polimerización de actina [179]. Además de su efecto sobre la liberación 
de Ca2+, PKA regula la maquinaria que contribuye a reducir la [Ca2+]c. tanto en el RE como en la 
membrana plasmática. Así, PKA regula la bomba ATPasa de Ca2+ de la membrana plasmática (PMCA) 
[180] y el intercambiador Na+/Ca2+ (NCX) en la membrana [181], e inhibe a fosfolamban, una proteína 
de membrana que reduce la actividad de la bomba ATPasa de Ca2+ del RE (SERCA) [182]. Finalmente 
la PKA tiene un efecto regulador sobre Rap-1b, GP1bα, VASP (Vasodilator-stimulated phosphoprotein), 
MLCK, y sobre proteínas unidas a actina (ABP) [183]. Además de ser activada por AMPc, la PKA 
puede ser activada de forma AMPc independiente mediante su unión a IκB. IκB forma parte del 
complejo NFκB-IκB, que juega un papel importante en la diferenciación y maduración megacariocítica. 
En plaquetas activadas por colágeno o trombina, IκB se disocia del complejo NFκB-IκB y se une a 
PKA, activándola, lo que a su vez fosforilará a VASP y otras dianas de la PKA, participando así en un 
mecanismo inhibitorio, que reduce la activación plaquetaria tras un estímulo débil [184].  

- Proteína cinasa C (PKC). Esta familia de cinasas desempeña un papel muy importante en la 
transducción de señales tras la activación de receptores por sus agonistas. La PKC fosforila 
numerosas proteínas en residuos de Ser/Thr fundamentales para muchos procesos fisiológicos en las 
células, como la diferenciación o la proliferación celular; en las plaquetas, regulan varias funciones 
como la agregación, el vaciamiento del contenido de los gránulos, la movilización del Ca2+ intracelular 




                                     
reversible por el segundo mensajero DAG, tras la activación de la PLC mediada por receptores de 
membrana [185].  

La PKC parece estar involucrada en gran variedad de respuestas inhibitorias en las plaquetas, 
fosforilando diversas proteínas y reduciendo su actividad, como la PLC, la AC, la PLA2, la PI3K y la 
MLCK. La fosforilación e inhibición de esta batería enzimática conduce a alteraciones en la liberación 
de Ca2+, la producción de AMPc y la generación de AA [186,187,185]. Además, la PKC es la 
encargada de la desensibilización de los receptores, vía fosforilación, una vez que estos han sido 
activados por sus agonistas; por ejemplo, del receptor del TxA2 (TP), del que sólo se ha descrito la 
isoforma TPα en plaquetas, y que es fosforilado por la PKC inmediatamente después de su activación 
[188]. La PKC es fundamental para la agregación plaquetaria, porque su inhibición previene la 
agregación en respuesta a la mayoría de los agonistas. Se ha demostrado que la activación de la PKC 
sucede en paralelo a la activación de la integrina αIIbβ3 para unir fibrinógeno y favorecer la agregación 
[189], y que la inhibición de la PKC por un inhibidor específico, bloquea la activación de αIIbβ3 y su 
capacidad para unir fibrinógeno [190]. Por último, la PKC está involucrada en la secreción de los 
gránulos densos y los gránulos α, de manera independiente de la agregación. Aunque los mecanismos 
por los que interviene en la secreción plaquetaria no son bien conocidos, el uso de inhibidores 
específicos de la PKC bloquea la secreción tras el estímulo con agonistas como la trombina [191,185].  

Las plaquetas expresan varias isoformas de la familia PKC, que incluyen las isoformas clásicas de PKC 
α y β (Ca2+ y DAG dependientes), las nuevas isoformas PKC δ, θ, y η (DAG dependientes y Ca2+ 
independientes), y la isoforma atípica PKC ζ (Ca2+ y DAG independiente) [192-196]. Otra nueva PKC, 
PKC ε, se ha detectado en plaquetas murinas, pero no en plaquetas humanas [197]. Las PKCs 
clásicas, sobre todo PKC α, juegan un papel crítico y fundamental en la secreción de los gránulos 
plaquetarios y en la agregación dependiente de secreción. PKC δ y θ promueven la secreción de los 
gránulos densos en respuesta a los agonistas del receptor de la trombina [192,194,195]; sin embargo, 
la función de ambas PKC en la secreción y agregación mediada por GPVI es controvertida. Para 
algunos la PKC δ podría regular negativamente la secreción de gránulos densos inducida por GPVI 
[192,195], mientras que para otros su acción carece de efecto [196]. También se ha descrito que la 
PKC θ podría promover la secreción de los gránulos plaquetarios y la agregación dependiente de GPVI 
[195], pero otros grupos proponen una regulación negativa sobre la activación plaquetaria y la 
secreción de gránulos plaquetarios mediada por GPVI [198,199]. La proteína pleckstrina es un sustrato 




                                     
- Proteína cinasa G (PKG). Es una proteína homodimérica formada por dos subunidades, una soluble, 
PKG-I, y la otra anclada a la membrana, PKG-II. Esta cinasa es el principal efector de las rutas 
metabólicas de GMPc y NO, pudiendo incluso ser activada por AMPc, inhibiendo la activación 
plaquetaria [201]. La PKG actúa en muchas ocasiones de forma coordinada y  sinérgica con la PKA, 
por lo que resulta difícil distinguir su acción de la de esta última. La PKG inhibe la función de la PLC, la 
liberación de Ca2+ a través del IP3R y la VASP [183].  

- Cinasa de la cadena ligera de miosina (MLCK). La actividad de la MLCK se encuentra regulada 
principalmente por la [Ca2+]c, aunque su activación también se produce por trombina y PAF a 
concentraciones basales de Ca2+ intracelular. A su vez, la fosforilación de las cadenas ligeras de 
miosina actuaría sobre el aparato contráctil de plaquetas participando en la organización de los 
gránulos de secreción.  

- Ser/Thr cinasas Akt (PKB). Otra molécula que se encuentra directamente relacionada con los 3-
fosfoinositoles es la serina/treonina cinasa Akt. Esta cinasa es activada por el PDGF en un proceso que 
requiere PI3K unida a sitios específicos del receptor del PDGF. El IP3 interacciona con un dominio PH 
de Akt estimulando su actividad cinasa.  

• Proteínas tirosina cinasa (PTKs). Estas enzimas catalizan la transferencia de un fosfato desde una 
molécula de ATP a un residuo de tirosina en la molécula seleccionada, en lo que constituye uno de los 
procesos básicos y fundamentales en el control, la integración y la amplificación de las señales 
intracelulares de las respuestas fisiológicas. Las PTKs pueden dividirse en dos grandes familias, los 
receptores tirosina cinasa (RTKs) situados en la membrana plasmática, y las tirosina cinasa no 
receptores (NRTKs), libres en el citoplasma. Las plaquetas humanas contienen gran número de PTKs, 
con una proporción muy baja de RTK en sus membranas, entre las que cabe destacar el receptor de 
PDGF, siendo la mayoría de la familia NRTKs, dentro de la que podemos citar a las Src, las Syk y las 
cinasas de adhesión focal (FAK). Miembros destacados de la familia Src son la pp60-src, la pp60fyn, 
pp54,58lyn, pp61hck y pp62c-yes [203]. La fosforilación en residuos de tirosina se encuentra implicada 
en varias respuestas funcionales de las plaquetas, incluyendo la regulación de la actividad PLC, la 
agregación y la secreción. Por ejemplo, la translocación y activación de FAK, que se une a las 
integrinas, puede representar uno de los primeros eventos inducidos por la ocupación de integrinas en 
la superficie de la célula, debido a las numerosas interacciones entre FAK con diversas proteínas del 




                                     
• Proteínas tirosina fosfatasas (PTP). Las plaquetas también poseen una elevada concentración de 
proteínas con actividad tirosina fosfatasa [205]. Como la fosforilación de proteínas en residuos de 
tirosina es el resultado del balance de dos acciones opuestas, tirosina cinasa y tirosina fosfatasa, el 
bloqueo de la actividad fosfatasa mediante inhibidores produce agregación plaquetaria con solo una 
fosforilación transitoria de proteínas en residuos de tirosina [206]. La multiplicidad de señales generadas 
por el aumento de la fosforilación en tirosina en plaquetas humanas, como la activación de PLC, se 
produce por la interacción con sus dominios SH-1 y SH-2 [207],  sitios específicos de reconocimiento 
que se encuentran asociados con residuos de fosfotirosina, y permite señalizar enzimas como PLC-γ, 
PI3K y NRTKs [208]. Además las PTP tienen un papel relevante en la Entrada Capacitativa de Calcio 
(ECC) en plaquetas humanas. Tras su estimulación con trombina, o tras la inducción del vaciamiento de 
Ca2+ de los depósitos, la proteína α-actinina asociada al canal  capacitativo TRPC1, sufre una 
desfosforilación seguida de una rápida fosforilación necesaria para la activación de la ECC [54].  

• Proteínas Ser/Thr fosfatasas (PP). Las plaquetas expresan numerosas Ser/Thr fosfatasas. PP1, la 
fosfatasa más estudiada, regula procesos celulares como la adhesión plaquetaria, a través de su 
interacción con la integrina αIIbβ3. Cuando PP1 está inactiva, su subunidad catalítica se une directamente 
a la subunidad αIIb de la integrina, y tras la activación plaquetaria, se disocia y desfosforila la miosina de 
cadena larga, lo que es necesario para la despolimerización y reorganización del citoesqueleto 
[209,210]. Además, la proteína cofilina es regulada por una Ser/Thr fosfatasa en el residuo Ser3; al ser 
desfosforilada, se une al citoesqueleto de actina y reduce la longitud de los filamentos de actina, siendo 
esta despolimerización necesaria para la ECC [211].  

En resumen, tanto las proteínas adhesivas como los agonistas solubles inducen una señal de 
transducción en la plaqueta a través de sus receptores específicos. Los diferentes mecanismos de 
señalización de la activación plaquetaria específicos de cada receptor, convergen en eventos comunes 
de señalización que conducen al cambio de forma de la plaqueta, la secreción de los gránulos 
plaquetarios y, en ultima instancia, los mecanismos de señalización inside-out que provocan el cambio 
conformacional de la integrina αIIbβ3 y activan la función de unión a sus ligandos específicos. La unión 
de la integrina αIIbβ3 a sus ligandos media en la adhesión y la agregación plaquetaria, y desencadena 
un mecanismo de señalización outside-in, que resulta en la expansión de las plaquetas sobre la zona 
lesionada, la secreción adicional de gránulos plaquetarios, la estabilización de la adhesión y agregación 
plaquetarias, la expresión de actividad procoagulante en la superficie de la plaqueta y la retracción del 
coágulo [155]. Por tanto, una respuesta común inducida por los diferentes agonistas es la secreción de 




                                     
1.3. Secreción plaquetaria
La función plaquetaria en su conjunto está mediada por la liberación de diferentes moléculas desde las 
plaquetas; algunas de estas moléculas son generadas en las propias plaquetas, como el TxA2, derivado 
del metabolismo del AA, que participa, además de en la hemostasia, en la producción de moléculas 
proinflamatorias o antiinflamatorias [213]; otras son sintetizadas mediante los mecanismos 
extranucleares "señal dependientes" que conducen a la traducción del RNAm plaquetario en proteínas 
como interleucina-1b y factor tisular, que enlazan hemostasia e inflamación [213]; pero la mayoría son 
moléculas almacenadas en los gránulos plaquetarios y liberadas por un mecanismo de exocitosis, 
diferente en varios aspectos del proceso clásico de exocitosis de las células nucleadas, y aún no 
completamente dilucidado [63]. Muchas de estas moléculas participan en la hemostasia, pero otras 
pueden modificar el desarrollo del trombo, regular la proliferación celular, modular la respuesta inmune y 
contribuir a diferentes eventos de adhesión celular [2]. Esta capacidad de las plaquetas para almacenar 
y liberar mediadores bioactivos constituye el proceso denominado secreción plaquetaria. 

Durante la secreción plaquetaria, el contenido de los gránulos de las plaquetas activadas es liberado a 
la circulación sanguínea, o bien es translocado a la superficie plaquetaria, alterando la composición de 
la membrana externa mediante la expresión de moléculas poco representadas en la superficie de la 
plaqueta en reposo, como P-selectina, especialmente importante en la interacción entre leucocitos y 
plaquetas activadas, o incrementando el número de moléculas presentes habitualmente en la membrana 
externa de la plaqueta, como integrina αIIbβ3, esencial para la agregación plaquetaria [214]. Las 
plaquetas actúan como eficientes vehículos de transporte capaces de liberar su carga de forma 
inmediata, en cualquier punto del organismo donde sean activadas [215].  

La función secretora se inicia con el desarrollo de los gránulos, que comienza en vesículas del aparato 
de Golgi de los megacariocitos. Mientras que la formación de los lisosomas plaquetarios es similar a la 
observada en otros tejidos [216], los gránulos α y densos, en cambio, son transferidos directamente a 
los cuerpos multivesiculares, estructuras endosómicas que contienen numerosas vesículas formadas 
con la membrana limitante de endosomas, donde maduran y pueden interactuar con vesículas de 
endocitosis [63]. El proceso de secreción culmina cuando los diferentes agonistas interactúan con sus 
receptores específicos en la superficie de la plaqueta, activando a la plaqueta y desencadenando la 
liberación del contenido de sus gránulos [63]. En contraste con la visión simplista de una secreción 




                                     
son heterogéneos, y esta heterogeneidad podría conducir a una secreción diferencial de su contenido 
[78,79]. 

Además de la secreción de sus gránulos, las plaquetas activadas liberan otras dos poblaciones 
diferentes de vesículas con membrana, microvesículas derivadas de la superficie celular, y exosomas de 
origen endosomal. Las microvesículas tienen un contenido protéico similar al de la membrana 
plasmática y una función procoagulante e inflamatoria. Los exosomas son endosomas contenidos en los 
gránulos α durante su maduración en los cuerpos multivesiculares megacariocíticos, que en algunos 
casos persisten en los gránulos α maduros y son secretados tras fusionarse con los gránulos α durante 
la activación plaquetaria; su función aún no es bien conocida [217,218]. 

La importancia de la secreción plaquetaria en patología humana, se pone de manifiesto en las 
trombopatías por deficiencia en la secreción de los gránulos o SPD (Storage Pool Deficiencies), que 
originan trastornos hemorrágicos significativos. En cambio, apenas existen evidencias acerca de las 
consecuencias de una inapropiada distribución del contenido de los gránulos α [219].  

1.3.1. Mecanismo molecular de la fusión de membranas
La secreción de los gránulos plaquetarios es un mecanismo dependiente de energía. Es bien conocido 
el papel de la fusión de membranas en este proceso, pero solo recientemente, este mecanismo está 
siendo investigado a nivel molecular. El mecanismo de fusión de membranas en la plaqueta comprende 
componentes lipídicos de la bicapa de la membrana plasmática, proteínas transmembrana 
denominadas SNARE y proteinas chaperonas que interactúan con las proteínas SNARE.  

Esta maquinaria de fusión de membranas está regulada, a su vez, por cambios en la organización del 
citoesqueleto dependientes de la activación plaquetaria, por los niveles de [Ca2+]c, por la actividad 
cinasa y por la actividad de proteasas intracelulares. A través de estos mecanismos, la interacción de 
diferentes ligandos con sus receptores correspondientes en la superficie celular es transmitida a la 
maquinaria de fusión de membranas, facilitando dicha fusión y la secreción del contenido de los 





                                     
1.3.1.1. Lípidos de membrana 
La formación de un poro para la secreción de los gránulos plaquetarios necesita la fusión de dos 
membranas lipídicas. La fusión de bicapas lipídicas contrapuestas en un ambiente acuoso precisa de 
energía suficiente para superar las fuerzas hidroelectrostáticas repulsivas entre las dos membranas 
[220]. Esto sugiere que la composición lipídica de la zona de fusión podría ser un determinante critico 
del proceso. Se conoce relativamente poco acerca de los lípidos específicos que se requieren para la 
fusión de membranas plaquetarias. Dos componentes lipídicos, ácido fosfatídico (PA) y PIP2, se han 
estudiado en este contexto. Existen evidencias experimentales de la función de ambos componentes 
lipídicos en la fusión de membranas.  

• Acido fosfatídico. Las plaquetas contienen fosfolipasa D (PLD) que cataliza la hidrólisis de 
fosfatidilcolina para generar el segundo mensajero PA. Estudios in vitro han mostrado que la síntesis de 
PA se correlaciona con el incremento de la secreción granular. Además, la inhibición de la síntesis de PA 
por alcoholes primarios, que parece afectar a la actividad de la fosfolipasa D, inhibe tanto la producción 
de PA como la secreción de gránulos densos [221]. A esto se suma que tanto PA como sus análogos 
aumentan la secreción de gránulos densos inducida por la activación de la PKC y por GTP-γ-S [222]. 
Estos resultados son consistentes con los obtenidos en otras células secretoras como células 
neuroendocrinas o neuronas [223]. El papel exacto de PA en la fusión de membranas no está bien 
definido, se ha propuesto que podría alterar la curvatura de la membrana, favoreciendo la conformación 
de sitios para la fijación de proteínas involucradas en la fusión [221,222]. 

• Fosfatidil inositol 4,5 bifosfato. El papel de PIP2 en la regulación de la secreción fue demostrado 
inicialmente en células neuroendocrinas [223]. En plaquetas, PIP2 es sintetizado por PIPKs tipo I y tipo II 
tras la activación plaquetaria [224,225]. El papel de PIP2 en la secreción de los gránulos plaquetarios se 
ha estudiado en diferentes experimentos in vitro, que han demostrado su contribución a la secreción de 
los gránulos inducida por agonistas [226,227]. El papel de PIP2 en la secreción plaquetaria está 
mediado por la acción de PLC que lo hidroliza en DAG e IP3. DAG estimula a la PKC, que facilita la 
secreción de los gránulos a través de diferentes vías efectoras. IP3 induce la liberación de Ca2+ de los 
depósitos intracelulares, lo que significa un potente estímulo para la secreción de los gránulos 
plaquetarios. Además PIP2  puede unirse a numerosas proteínas involucradas en el tráfico de 






                                     
 
1.3.1.2. Proteínas SNARE 
La regulación de la fusión de membranas en cualquier célula no se controla exclusivamente por los 
lípidos membrana. En las ultimas décadas se ha estudiado detalladamente la maquinaria protéica 
responsable de controlar la formación de poros, en particular, un componente critico de esta 
maquinaria, las proteínas SNARE, descritas originalmente en neuronas [231], que han demostrado tener 
un papel central en la fusión de membranas en plaquetas. Las proteínas SNARE son proteínas integrales 
de membrana orientadas hacia el citosol. La hipótesis original SNARE proponía que las proteínas v-
SNARE, localizadas exclusivamente en las membranas de vesículas o gránulos, interactuaban con las 
proteinas t-SNARE, localizadas exclusivamente en las membranas diana (target), que en plaquetas se 
corresponde con la membrana plasmática externa. Posteriormente se ha comprobado que esta 
localización no es tan restrictiva [232].  
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Figura 5.   Fusión de gránulos plaquetarios con la membrana plasmática externa por un mecanismo SNARE 
dependiente, tras la estimulación de la plaqueta con agonistas. Fuente : ref. 234.
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Las v-SNAREs y t-SNAREs contienen dominios citoplasmáticos coiled-coil [233] mediante los que 
interaccionan, proporcionando la base molecular para explicar la fusión de las membranas de los 
gránulos con la membrana plaquetaria externa o la membrana del SCA. Dentro de las proteínas v-
SNAREs se describieron originalmente las proteínas VAMPs (Vesicle-associated membrane protein), y 
entre las t-SNAREs, sintaxina y SNAP-23. La fusión requiere la interacción entre los dominios 
citoplasmáticos de las proteínas SNARE. Tres dominios coiled-coil de una t-SNARE se unen a un único 
dominio coiled-coil de una v-SNARE, para formar un paquete de 4 hélices que conduce a la 
deformación de las membranas y a la fusión [234], Fig.5. Se ha demostrado la presencia de proteinas 
SNARE en plaquetas [236–238], y en plaquetas humanas se han descrito, entre las v-SNARE, VAMP-2/
sinaptobrevina, VAMP-3/cellubrevina [239,245], VAMP-7/TI-VAMP y VAMP-8/endobrevina 
[240,241,242,243,219], y entre las t-SNARE, dos tipos, SNAP (se han identificado SNAP-23, SNAP-29; la 
presencia de SNAP-25, en cambio, es controvertida) [244], y sintaxinas (sintaxinas 2, 4, 6 y 11) 
[246,247].  

Función de las proteínas SNARE. Varios grupos de investigación han contribuido, en la última década, 
al conocimiento de la función de las proteínas SNARE en la secreción de los gránulos plaquetarios. 
Flaumenhaft et al. demostraron el papel de SNAP-23 y sintaxina-4 en la secreción de los gránulos α 
[248] y de sintaxina-4 en la secreción lisosomal [249]. Reed GL et al. revelaron la presencia de VAMP-8 
y VAMP-3 en plaquetas humanas [250]. Posteriormente Lemons PP et al. mostraron que SNAP-23 y 
sintaxina-2 están implicadas en la secreción de los tres tipos de gránulos [245,246,251], y Ren et al. 
revelaron que VAMP-8 es la vSNARE dominante implicada en la secreción de los gránulos α, mientras 
que VAMP-3, y quizás VAMP-2, juegan un papel secundario [219]. Se ha descrito recientemente que 
sintaxina-11 forma complejos SNARE con VAMP-8 y SNAP-23, y parece tener un papel dominante en la 
secreción de los gránulos α y densos en plaquetas humanas, a diferencia de las sintaxinas 2 y 4, cuya 
función parece secundaria [251].  Fig.5.

Organización del mecanismo de fusión. Los complejos triméricos de proteínas SNARE se han 
detectado en gránulos α tanto en conformación cis como trans. Diferentes estudios apuntan a que, 
aunque en la plaqueta en reposo existen complejos SNARE en ambas conformaciones, la conformación 
en cis es propia de la plaqueta no activada [254]; es posible que la estimulación de plaquetas pueda 
llevar a la activación de la proteína NSF, que cataliza la disociación de estos complejos cis, permitiendo 
la formación de complejos trans en membranas que están estrechamente asociadas. Los modelos mas 
recientes de función de SNARE proponen al complejo de membrana trans formado, como el mínimo 




                                     
Por otra parte, un detallado análisis ultrastructural de los gránulos densos ha demostrado que, 
aproximadamente el 70% de las membranas de los gránulos densos, están dentro de 12,5 nm de 
membrana conectada a la superficie por una estructura en forma de puente [253]. Esta evidencia 
morfológica sugiere que esta población de gránulos densos anclada a membranas conectadas a la 
superficie, es la secretada preferentemente durante la activación plaquetaria, pero se desconoce si 
además se asocian a una fusión rápida tras la estimulación de las plaquetas en reposo.   

1.3.1.3. Proteínas asociadas a SNARE 
Se han descrito numerosas proteínas chaperonas que se unen a proteínas SNARE e intervienen en los 
mecanismos de exocitosis. Algunas se han identificado en plaquetas, demostrándose su participación 
en la secreción de los gránulos plaquetarios. 

• Proteína NSF (N-ethylmaleimide–sensitive fusion). Es una ATPasa esencial en la mayoría de los 
mecanismos de tráfico de vesículas, como los que regulan la secreción de gránulos [255]. Se ha 
demostrado que interfiere en la secreción de los gránulos α, gránulos densos y lisosomas plaquetarios 
[250,251,255]. Aunque se han propuesto funciones alternativas [256], el papel esencial de NSF para 
facilitar la secreción granular es funcionar como molécula chaperona que desensambla los complejos 
SNARE en conformación cis para que puedan interactuar en conformación trans. De hecho, al inhibir la 
proteína NSF, las proteínas SNARE son secuestradas en complejos cis, e incapacitadas para interactuar 
con otras proteínas SNARE en membranas contrapuestas. La proteína α-SNAP (soluble NSF-
attachement protein) se une a NSF, activándola [257]. En plaquetas, se ha demostrado 
experimentalmente que α-SNAP incrementa la secreción de los gránulos inducida por Ca2+ [258]. 

• Proteínas Sec-1/Munc-18. Son una familia de proteínas que se unen a sintaxinas [259]. Se han 
descrito tres isoformas de Munc-18 en plaquetas humanas, Munc-18a, Munc-18b y Munc-18c. Ésta 
última se une a sintaxina-4, e inicialmente se sugirió que podría jugar un papel regulador esencial en la 
secreción plaquetaria [260]. Estudios recientes, sin embargo, parecen indicar que Munc-18b, que forma 
complejos con sintaxina-11, es la isoforma esencial en la regulación de la secreción de los gránulos α y 





                                     
• CDCrel-1. Es otra proteína de unión a sintaxina-4 identificada en plaquetas, que es fosforilada tras la 
activación plaquetaria [261]. Estudios en modelos murinos han mostrado que CDCrel-1 interviene en la 
regulación de la secreción de los gránulos plaquetarios.  

• Proteínas Rab. Estas proteínas y sus efectores son capaces de acoplar membranas contrapuestas y 
parecen modificar la función de proteínas SNARE. Las proteínas Rab constituyen la rama mas amplia de 
la superfamilia ras GTPasa. Las plaquetas contienen Rab-1a, 1b, 3B, 4, 6c, 8, 11, 27a, 27b y 31 [262–
264]. Rabs 3b, 6c, y 8 son fosforiladas tras la activación plaquetaria [263,265]. Evidencias 
experimentales [266] apuntan a la posibilidad de que Rab-4 es requerida para la secreción de los 
gránulos α pero no para la de los gránulos densos. En células nucleadas, se ha demostrado que las 
proteínas Rab se unen a grandes proteínas efectoras que parecen interactuar con las proteínas SNARE, 
bien directamente, bien a través de proteínas reguladores como NSF y Munc-18c, que median la función 
de proteínas SNARE [267]. Las proteína Rab efectoras, aún no se han identificado en plaquetas. 

1.3.2. Regulación de la secreción de los gránulos plaquetarios 
La secreción plaquetaria parece regulada por las proteínas SNARE a través de cascadas de 
señalización como la activación de la PKC o la elevación de la [Ca2+]c. Junto con estas dos vías, se han 
propuesto al propio citoesqueleto plaquetario y a algunas enzimas proteolíticas como partícipes de esta 
regulación [63]. 

1.3.2.1. Influencia del citoesqueleto  
Se ha demostrado en estudios ultraestructurales que la secreción de los gránulos plaquetarios es 
fundamentalmente diferente de la observada en células nucleadas. En las plaquetas activadas los 
gránulos α confluyen en el centro de la plaqueta, se fusionan con el SCA y con la membrana plasmática, 
y liberan su contenido al espacio extracelular y a la luz del SCA [268-271]. La centralización de los 
gránulos sucede concurrentemente con el cambio de forma inducido por la activación y precede a la 
secreción granular. Por tanto, es posible que los cambios morfológicos inducidos por la reorganización 
del  citoesqueleto tras la activación plaquetaria contribuyan a la secreción  de los gránulos plaquetarios.  

Sin embargo, la influencia del citoesqueleto en la secreción granular es objeto de debate. Diferentes 




                                     
que debe ser superada por las plaquetas para la secreción de sus gránulos [272-273]. Las evidencias 
moleculares que puedan explicar este mecanismo se han propuesto desde diferentes trabajos de 
investigación con escinderina, una proteasa de F-actina Ca2+ dependiente [274]. La escinderina 
recombinante aumenta la secreción de los gránulos densos, mientras que su inhibición disminuye la 
secreción granular inducida por Ca2+ en plaquetas permeabilizadas [274]. Además, estudios con la 
proteína MARCKS (myristoylated alanine-rich C kinase substrate), que une y se une a actina [275], y es 
inactivada por la fosforilación de PKC después de la activación plaquetaria, sugieren que la 
polimerización de actina podría actuar más como barrera, que como facilitadora de la fusión de 
membranas [276]. Las cinasas involucradas en las vías de señalización que llevan a la contracción de 
actomiosina también pueden contribuir a la secreción de gránulos [277–282]. La fosforilación de la 
cadena ligera de la miosina aumenta la actividad de la ATPasa de miosina activada por actina, y 
estimula el movimiento de la miosina a lo largo de la actina polimerizada. En células neuroendocrinas se 
ha propuesto a la miosina como mediador del movimiento de vesículas, desde el pool de reserva, al 
pool de vesículas dispuestas para ser liberadas de forma inmediata [283,284]. El papel de la 
contracción de actomiosina en la secreción de los gránulos plaquetarios, sin embargo, no esta bien 
dilucidado. 

1.3.2.2. Proteínas ligadoras de calcio 
Existe una amplia evidencia acerca del papel del Ca2+ en la secreción granular de múltiples tipos 
celulares. Un aumento en la concentración de [Ca2+]c acompaña a la secreción de los gránulos 
plaquetarios, y la secreción puede desencadenarse en plaquetas permeabilizadas por elevación de la 
[Ca2+]c [285]. Varias líneas de investigación actuales tratan de identificar las proteínas que median en los 
diferentes efectos de la [Ca2+]c sobre la secreción de los gránulos plaquetarios. Las proteínas ligadoras 
de Ca2+ involucradas en la secreción pertenecen a dos categorías generales, proteínas EF hand y 
proteínas ligadoras de Ca2+/fosfolípidos [286]. Dos de las proteínas EF hand implicadas en la secreción 
y que se han identificado en plaquetas incluyen la calmodulina y calciclina [287]. La calmodulina se une 
a los gránulos α de las plaquetas [288]. Varias evidencias farmacológicas sugieren que la fosforilación 
de la cadena ligera de la miosina dependiente de Ca2+/calmodulina mediante MLCK, contribuye a la 
secreción de los gránulos plaquetarios [277–284]. El mecanismo por el que MLCK interviene en la 
secreción en células nucleadas, parece ser la unión específica de calmodulina a VAMP-8 [289], que 
media directamente en la secreción granular [290], pero ésto no se ha demostrado en plaquetas. 
Sintaptotagmina, una proteína que enlaza Ca2+/fosfolípidos y actúa como sensor del Ca2+, se ha 




                                     




La PKC está involucrada en la secreción granular por una vía Ca2+ dependiente. Los eventos de 
señalización, desencadenados por la unión de los receptores de superficie con sus ligandos 
correspondientes, que producen la activación de PKC están bien establecidos [292], pero aún no se 
han identificado completamente los efectores de la actividad PKC. La PKC fosforila directamente ciertas 
proteínas SNARE y sus chaperonas. Por ejemplo, la fosforilación de Munc-18c por PKC disminuye la 
afinidad de Munc-18c por sintaxina 4. Este mecanismo puede liberar sintaxina 4 para que interaccione 
con proteínas SNARE en membranas contrapuestas [293]. La fosforilación de MARCKS por PKC 
disminuye la afinidad de MARCKS por PIP2. De este modo, PIP2 está libre para interaccionar con otros 
de sus ligandos.  

Un conjunto de potenciales efectores de la PKC son las proteínas SNARE y sus chaperonas. Munc-18, 
sintaxina 4 y CDCrel-1 son fosforiladas por PKC en plaquetas [294-296]. Además, hay alguna evidencia 
de que la fosforilación por PKC de Munc-18c interfiere con su unión a sintaxina 4 [294], y que la 
fosforilación PKC de sintaxina 4 inhibe su unión a SNAP-23 [296]. La proteína MARCKS es otro potencial 
efector. Estudios cinéticos han demostrado que la fosforilación de MARCKS por PKC precede a la 
secreción de los gránulos plaquetarios [297], y la inhibición de la fosforilación de MARCKS, inhibe la 
secreción de gránulos. La proteína MARCKS no fosforilada se une estrechamente a PIP2 en membranas 
y lo protege de la degradación por PLC [298]. Cuando se fosforila por PKC, la afinidad de MARCKS por 
PIP2 disminuye sustancialmente [299] permitiendo a otros ligandos de PIP2 unirse a él. Como PIP2 media 
en la secreción de los gránulos plaquetarios [300,301], la exposición de PIP2 después de la fosforilación 
de MARCKS puede contribuir a la secreción de los gránulos.  

PIPK tipo II representa otro potencial efector de PKC, por un mecanismo regulador negativo. La 
activación de plaquetas con PMA (aceto miristato de forbol, un activador de la PKC) induce la inhibición 
de la actividad de PIPK tipo II [301], lo que a su vez inhibe la secreción de los gránulos plaquetarios. No 
se ha determinado si PKC fosforila directamente a PIPK tipo II. El hecho de haber identificado tantos 
efectores de PKC relacionados con la secreción, enfatiza la importancia de esta cinasa en la secreción 




                                     
1.3.2.4. Actividad proteasa 
Diferentes evidencias sugieren que las proteasas intracelulares influyen en la secreción de los gránulos 
plaquetarios. SNAP-23 es escindida por calpaína después de la activación plaquetaria [302,303]. 
VAMP-3 también es degradada por calpaína, pero además parece susceptible a otras proteasas 
plaquetarias [291]. En contraste, las sintaxinas 2 y 4 no son escindidas tras la activación plaquetaria 
[290,291]. Por otra parte, calpaína escinde varias moléculas de señalización, como PKC y PLC, que 
influyen en la señalización de la secreción de los gránulos. La regulación inducida por proteasas de la 
PKC parece interferir con la secreción de los gránulos densos en plaquetas intactas [301]. La inhibición 
específica de calpaína en plaquetas intactas inhibe la expresión en la superficie de P-selectina inducida 
por agonistas [289]. En contraste, la inhibición de calpaína no afecta sustancialmente la secreción del 
contenido de los gránulos inducida por Ca2+ en plaquetas permeabilizadas [290]. Por tanto, los efectos 
de la proteolísis de proteínas intracelulares sobre la secreción de gránulos, varían dependiendo de las 
condiciones experimentales. 

1.3.3. Vías de señalización de la secreción plaquetaria 
Múltiples vías y eventos de señalización participan de manera importante en la estimulación de la 
secreción de los gránulos plaquetarios [170], como la generación de TxA2, importante para la secreción 
granular inducida por ADP, FVW y colágeno; las cascadas de señalización outside-in de integrinas; la 
regulación de complejos SNARE por fosforilación dependiente de PKC; las cascadas de señalización de 
la pequeñas GTPasas Rac-1 y RhoA; la activación de SFKs, particularmente de Lyn [302]; y estudios 
recientes, involucran a las vías de señalización de varias Ser/Thr cinasas como PI3K/Akt [303,304,305], 
NO/cGMP/PKG [306,307] y las isoformas de MAPK p38, ERK y JNK [308,309], sugiriendo que la SFK 
Lyn activa la vía PI3K/Akt, y PI3K y Akt median en la secreción granular principalmente por activación de 
la vía NO/cGMP/PKG, lo que estimularia la secreción de los gránulos a través de la activación de MAPKs 
y la fosforilación de las proteínas SNARE.  

Finalmente, un aumento en la [Ca2+]c acompaña a la secreción de los gránulos plaquetarios, aunque los 
mecanismos a través de los cuales el incremento de la [Ca2+]c se acopla a los eventos de secreción son 
poco conocidos [233]. Los dos principales modelos propuestos son la activación de la PKC [310], que 
fosforila proteínas que intervienen en la despolimerización de actina, y la acción de proteínas ligadoras 




                                     
1.4. Homeostasis del Ca2+ en plaquetas humanas
El ión Ca2+ es uno de los mensajeros intracelulares más extendido en el reino animal. En términos 
generales, los agonistas celulares modulan la [Ca2+]c para regular diversas funciones celulares, como la 
contracción muscular, la secreción, la proliferación y el crecimiento celular, la expresión de genes o la 
agregación plaquetaria. Las células pueden aumentar su [Ca2+]c liberando Ca2+ desde los depósitos 
intracelulares y permitiendo la entrada de Ca2+ desde el medio extracelular a través de la membrana 
plasmática. Además, las células cuentan con mecanismos para reducir la [Ca2+]c, reintroduciendo este 
ión en los depósitos intracelulares o bombeándolo al medio extracelular a través de la membrana 
plasmática, mediante el uso de transportadores que necesitan ATP para realizar esta función [311].  

Una célula en reposo mantiene la [Ca2+]c muy baja (~20 nM), mientras que la concentración de Ca2+ 
tanto en los depósitos (1 mM) como en el medio extracelular (1,2 mM) es mucho más elevada. Esto 
genera un fuerte gradiente electroquímico que las células deben regular a través de una maquinaria 
muy sofisticada que retiene el Ca2+ en los depósitos intracelulares, o lo expulsa al exterior de la célula 
mediante el uso de ATPasas. Además, las células poseen también mecanismos que permiten la 
liberación de Ca2+ de los almacenes intracelulares o el paso de Ca2+ extracelular a través de las 
membranas, por canales más o menos específicos para Ca2+ y otros cationes, que se encuentran 
cerrados cuando las células están en reposo, evitando así el incremento de Ca2+ en el citoplasma que 
conduciría a la apoptosis y muerte celular. 

1.4.1. Mecanismos que incrementan la [Ca2+]c
Se pueden dividir a su vez en dos subgrupos. Los que liberan Ca2+ desde los depósitos intracelulares y 
los que permiten la entrada de Ca2+ desde el exterior. 

1.4.1.1. Liberación de Ca2+ desde los depósitos intracelulares
Cuando un agonista se une a su receptor en la membrana plasmática se produce la activación de la 
PLC, que genera dos segundos mensajeros intracelulares, el IP3 y el DAG. El IP3 se une a su receptor en 
el RE, lo que induce un cambio de conformación del mismo que permite la salida masiva de Ca2+ al 





                                     
• Receptores de IP3 (IP3R). Descritos por primera vez por Furuichi [312], están situados en el RE y 
sufren un cambio conformacional cuando son activados por el IP3, permitiendo la liberación de Ca2+ de 
los depósitos intracelulares [313]. Presentan 3 dominios diferentes: el dominio de unión N terminal al IP3; 
el dominio regulador con un lugar de unión para ATP y residuos susceptibles de fosforilación; y, 
finalmente, un dominio carboxilo terminal con 6 regiones transmembrana, responsables de la 
agregación de las cuatro subunidades necesarias para formar el canal activo [314,315]. Una 
concentración de Ca2+ elevada en lumen del RE hacen que el IP3R sea muy sensible a IP3, y esta 
sensibilidad disminuye tras el vaciamiento de los depósitos [316]. Además, estos canales están 
regulados por la [Ca2+]c, de tal manera que, con incrementos en la [Ca2+]c (300-600 nM), el IP3R se abre 
y permite la liberación de Ca2+ [317]. Finalmente, el ATP tiene un efecto dual sobre el IP3R, actuando 
como coactivador hasta una concentración de ATP de 4 nM, e inhibiendo la apertura de los mismos a 
concentraciones de ATP superiores, probablemente por competición con el sitio de unión del IP3 [318]. 
Se han descrito tres subtipos de este receptor, demostrándose la implicación del IP3R tipo II en el 
mantenimiento de la apertura de los canales TRPC1 en plaquetas humanas. 

• Receptores de rianodina (RyR). Se encuentran situados en el RE y son similares, tanto en estructura 
como en función, al IP3R. Los RyR son activados por la rianodina (a concentraciones inferiores a 10 μM), 
la cafeína, la ADP ribosa cíclica y por el propio Ca2+ (a concentraciones menores de 1 mM), dando lugar 
a un proceso de liberación de Ca2+ inducida por Ca2+ (CICR). La calmodulina actuaría como modulador 
de este canal llegando incluso a anular el efecto conjunto de la rianodina, el ADP y la cafeína [319]. 
Hasta el momento, esos receptores no se han descrito en plaquetas humanas. 

• Receptores del nicotinato de adenina dinucleótido fosfato (NAADP). El NAADP, un derivado 
desaminado del nicotinadenín dinucleótido fosfato (NADP), se ha presentado recientemente como un 
mensajero capaz de liberar Ca2+ de depósitos acídicos (endosomas, lisosomas y vesículas 
secretoras). El NAADP libera Ca2+ de manera independiente del IP3 y el ADP [320] a través de sus 
receptores, identificados recientemente como los canales con dos dominios de poro o TPC (Two pore 
channels) [321].  

• Canal liberador de Ca2+ sensible a esfingolípidos (SCaMPER). Este canal liberador de Ca2+ 
intracitoplasmático responde a lípidos derivados de la esfingosina, cuya concentración aumenta ante 
factores de crecimiento como el PDGF. Se desconocen las funciones fisiológicas que desencadenan su 




                                     
1.4.1.2. Entrada de Ca2+ desde el medio extracelular
La activación completa de muchas funciones celulares mediante la generación de la señal de Ca2+, 
precisa el aumento sostenido y prolongado de la [Ca2+]c, que en muchos casos no es posible alcanzar 
solo con el Ca2+ almacenado en los depósitos. Por este motivo la entrada de Ca2+ desde el medio 
extracelular a través de canales en la membrana es fundamental. Según el tipo celular existen distintos 
mecanismos para la entrada de Ca2+. 

• Entrada de Ca2+ activada por voltaje (VOC). Se produce fundamentalmente en células eléctricamente 
excitables, como las neuronas, las células musculares y muchas células endocrinas, donde su apertura 
responde a una despolarización de la membrana que permite la entrada de Ca2+ desde el medio 
extracelular. Estos canales se encuentran regulados por receptores y mensajeros intracelulares [323]. 
Un estudio reciente ha puesto de manifiesto que el canal activado por voltaje Cav1.2, es además 
regulado por la región SOAR del sensor de Ca2+ del RE, STIM1, que activa la apertura de Orai1, uno de 
los canales de Ca2+ más importantes activados por el vaciamiento de los depósitos intracelulares de 
Ca2+ [324]. 

• Entrada de Ca2+ activada por segundos mensajeros (SMOC). En células no excitables, la entrada de 
Ca2+ puede producirse a través de canales iónicos activados por segundos mensajeros. De forma 
fisiológica, algunos segundos mensajeros desencadenan la apertura de canales sensibles a moléculas 
generadas tras la activación de un receptor en la membrana, que permiten el flujo de cationes 
monovalentes o divalentes. Entre estas moléculas podemos destacar el IP4 en células endoteliales, la 
PKC en plaquetas o el DAG en muchos tipos celulares [325,326,327]. 

• Entrada de Ca2+ activada por receptor (ROC). Se produce por la unión de un agonista, normalmente 
neurotransmisores como el glutamato, ATP o ADP, al dominio extracelular del receptor de tipo 
ionotrópico. Ejemplos clásicos de ROC son los receptores del ácido N-metil-D-aspártico (NMDA), que se 
abren en respuesta al glutamato [328], o los receptores purinérgicos de las plaquetas P2X1, que se 
abren tras su activación por ATP [145]. 

• Entrada de Ca2+ activada por el vaciamiento de los depósitos intracelulares (SOC). Se produce 




                                     
entrada de Ca2+ en las células no excitables. Está regulado por el estado de relleno de los depósitos 
intracelulares de Ca2+. Fue descrita por Putney en 1986, quien observó que, tras el vaciamiento de los 
reservorios de Ca2+ intracelulares, se produce la apertura de canales de Ca2+ en la membrana, canales 
que habían permanecido cerrados mientras la célula estaba en reposo, y que permiten una entrada 
masiva de Ca2+ al citoplasma y el relleno de los depósitos de Ca2+, lo que conduce de nuevo al cierre 
de los canales bloqueando la entrada de Ca2+ [329]. Se denomina Entrada Capacitativa de Calcio o 
ECC, y se han propuesto, hasta el momento, cuatro modelos que pretenden explicarla:  

- Modelo difusible. Se basa en que el vaciamiento de los depósitos intracelulares de Ca2+ provoca la 
apertura de los canales en la membrana y la ECC a través de alguna molécula difusible aún no 
caracterizada. Se han postulado varias posibles vías, entre las que destacan cambios en la 
concentración citosólica de GMPc, algunas tirosina cinasas o pequeñas proteínas unidas a GTP, 
productos derivados del metabolismo mitocondrial, algunas vías de Ca2+ dependientes de calmodulina 
o el denominado factor del influjo de Ca2+ (CIF) [330]. Este modelo se ha ido abandonando 
paulatinamente al no conseguir identificarse ninguna molécula que lo explique. 

- Modelo del acoplamiento conformacional constitutivo. Este modelo sugiere que se produce un 
contacto físico entre los IP3R, en el RE, y los canales de la membrana plasmática tras el vaciamiento de 
los depósitos intracelulares de Ca2+. El RE debe estar situado cerca de la membrana plasmática para 
que se produzca esta interacción [68]. 

- Modelo del acoplamiento conformacional “de novo”. Rosado et al. han propuesto una 
modificación del modelo del acoplamiento conformacional en el que participan los mecanismos de 
tráfico de membranas en las células. Así, tras el vaciamiento de los depósitos intracelulares, el RE, que 
no se encuentra situado en las cercanías de la membrana plasmática, se acerca a la membrana 
plasmática con ayuda del citoesqueleto de actina y se produce la interacción entre los IP3R y los 
canales de Ca2+ en la membrana plasmática [331].  

- Modelo de secreción. Propone que tras el vaciamiento de los almacenes de Ca2+ se produce la 
translocación e inserción de canales ya formados desde el RE hasta la membrana plasmática [332]. 
Esta hipótesis se apoya en distintos trabajos que demuestran que la ECC necesita de la colaboración 




                                     
 
En los últimos años se han ido identificando diversas proteínas involucradas directamente en la ECC y 
en el paso de información desde el RE hasta los canales en la membrana plasmática, las principales se 
describen a continuación.  

• STIM1 (Stromal interaction molecule 1). (685 aa). Fue identificada como el sensor de Ca2+ del RE en 
2005 [334,335], y se expresa en la mayoría de las células animales. STIM1 tiene un dominio EF-hand 
capaz de ligar Ca2+, que se sitúa en el lumen del RE y comprende los aminoácidos 76-87. La afinidad 
de este dominio por el Ca2+ es muy baja (0.5–1 mM) [336], de modo que con los depósitos llenos, la 
concentración elevada de Ca2+ favorece la unión, pero tras el vaciamiento de los depósitos, la 
disminución de la concentración de Ca2+ deja libre el dominio EF-hand. Cuando esto sucede, STIM1 
sufre un cambio conformacional que le permite unirse y activar los canales en la membrana plasmática 
[337], Fig.6. La mutación de este dominio (D76A) conduce a la incapacidad para unir Ca2+ a través de 
la ECC, lo que puede ser letal para la célula [338].  
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Figura 6.    Modelo de multimerización de STIM1 e interacción con Orai1. Fuente: ref.438.
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Además del dominio EF-hand, STIM1 posee un dominio alfa estéril (SAM) en el extremo amino (N) 
situado en el lumen del RE, mediante el que STIM1 forma homodímeros u homotetrámeros [339]. Esta 
pequeña proteína de poco más de 75 kDa, tiene solo una región transmembrana altamente conservada. 
En el extremo carboxilo (C), situado en el citoplasma, STIM1 posee varios dominios importantes. En 
primer lugar cabe destacar dos dominios coiled-coil que median la interacción de STIM1 con otros 
STIMs y canales de la membrana plasmática; además, STIM1 posee una pequeña región, descrita por 
tres grupos de investigación de manera independiente, con la capacidad de activar la ECC sin 
necesidad del vaciamiento de los depósitos. Esta pequeña región se denomina SOAR (STIM1 Orai1-
activating region) y comprende los aa 344-442 [340], OASF (Orai-activating small fragment) 
comprendida entre los aa 233-474 [341] y CAD (CRAC-activating domain) entre los aa 342-448 [342].  

STIM1 también posee el dominio CMD (CRAC-modulatory domain), que interacciona con un sitio de 
unión para calmodulina en el extremo N de Orai1 [343], y con residuos de glutamato conservados en el 
extremo C de los tres Orais, que regula la inactivación rápida de Orai1 por Ca2+ [344,340]. La corriente 
ICRAC (Ca2+ release activated current) fue la primera corriente de entrada de Ca2+ generada por el 
vaciamiento de los reservorios intracelulares que se caracterizó, y la más ampliamente estudiada por 
técnicas electrofisiológicas [335,340]. La secuencia rica en Ser/Thr de STIM1 ha sido identificada 
recientemente como un sitio de multimerización e interacción con Orai1 [345], Fig.6. 

STIM1 tiene otro dominio importante en su extremo C, el dominio polibásico rico en lisina (K), que facilita 
la unión de STIM1 a la membrana plástica [346] y activa la apertura de los canales TRPC [347]. 
Finalmente, STIM1 tiene numerosos sitios de fosforilación que pueden ser usados por diversas proteína 
cinasas para regular las variaciones de Ca2+ en distintos estadíos celulares como la mitosis, donde la 
fosforilación de STIM1 inhibe la ECC [348]. STIM1 también puede ser fosforilada por la cinasa regulada 
extracelularmente ERK1/2, que puede ejercer un control en la interacción entre STIM1 y Orai1 [349].  

• TRPs.  (Transient receptor potential). En la década de los 90 se propusieron a los homólogos en 
mamíferos de los receptores de potencial transitorio, TRPs, de Drosophila, como candidatos para mediar 
la ECC [350,351]. El nombre de estos canales se debe a que se identificó una mutación en los mismos 
que daba lugar a una respuesta no sostenida a la exposición a la luz (potenciales transitorios), en lugar 
de los potenciales sostenidos observados en canales no mutados [352]. Se han identificado diferentes 
subfamilias de TRP en mamíferos: TRPC, TRPA, TRPV, TRPM, TRPML, TRPP; cada subfamilia esta 




                                     
hidrólisis de PIP2, tras la estimulación con diversos agonistas en distintos tipos celulares y tejidos) 
[353,354]. No todos los TRPCs contribuyen a la ECC, algunos funcionan como canales en otro tipo de 
mecanismos de entrada de Ca2+, como la entrada no capacitativa de Ca2+ (ENCC). La corriente 
generada por los canales TRP es un tipo de corriente capacitativa no selectiva para Ca2+ denominada 
ISOC (store-operated Ca2+ current) [354]. 
                                                                       
- TRPC1 (793 aa). Es el TRP más estudiado y varios grupos apoyan su participación en la ECC como 
uno de los principales componentes de la misma en una gran variedad de células, como las glándulas 
salivales, queratinocitos, musculares, HEK293 y plaquetas humanas, entre otras [355-360], mientras 
otros grupos disienten de esta afirmación [361-364]. El TRPC1 fue el primer homólogo mamífero del 
TRP identificado en humanos por dos grupos en 1995 [365,366].  

La estructura del TRPC1 es muy similar al del resto de la familia TRPC. En su extremo N citosólico 
posee 4 dominios repetidos de ankirina necesario para la formación de la unidad heteromérica con 
otros TRPCs y un dominio coiled-coil, necesarios para la unión entre TRPC1. Además posee un sitio de 
unión para caveolina1 (Cav1), una proteína adaptadora y reguladora que sirve como nexo entre las 
interacciones de las proteínas en la membrana plasmática y los lípidos [367]. El TRPC1, como el resto 
de miembros de la familia de canales TRP, atraviesa la membrana 6 veces (6 dominios 
transmembrana), y el poro para el paso de cationes se sitúa entre los dominios 5º y 6º. En su extremo 
C, también citosólico, el TRPC1 posee la secuencia característica de los TRP (EWKFAR); un dominio 
rico en prolina altamente conservado, donde se insertan un sitio de unión a la proteína FKBP52, una 
inmunofilina que regula el plegado y el tráfico de proteínas, y otro sitio de unión para Homer1, una 
proteína de soporte, que facilita la interacción entre proteínas. Finalmente, tiene un dominio de unión a 
calmodulina e IP3R denominado CIRB, que modula la activación del TRPC1 en función de la [Ca2+]c 
[368], y dos dominios coiled-coil, en los que se encuentra insertado un segundo dominio de unión a 
calmodulina, que está involucrado en la inactivación del TRPC1 dependiente de Ca2+ [369]. El TRPC1 
presenta una selectividad pNa+/pCa2+ 1:1. El TRPC1 forma diferentes canales con diferente 
selectividad para Ca2+, desde algo selectivo hasta nada selectivo (midiendo la permeabilidad de Ca2+ 
frente a la de Na+). Esta variación en la selectividad del canal es debida a que los monómeros de 
TRPC1 forman heterotetrámeros, por lo general dos TRPC1 y otros dos TRPCs, variando la selectividad 
en función del heterotetrámero formado [358,370]. Hasta la fecha, se ha comprobado que el TRPC1 
forma canales con TRPC4/TRPC5 [371] con TRPC3/TRPC7 [372]; sin embargo no hay pruebas 




                                     
- TRPC3 (848 aa). Se encuentra situado en la membrana plasmática y colabora principalmente en la 
Entrada no Capacitativa de Calcio (ENCC). Estructuralmente es muy similar a los demás TRPCs, con 
algunas particularidades. Ambos extremos, N y C, se encuentran situados en el citoplasma, y posee 
los 6 dominios transmembrana, situándose el poro entre el 5º y el 6º. En su extremo N, posee los 4 
dominios repetidos de ankirina, el dominio coiled-coil, y el sitio de unión a caveolina, pero además 
tiene un sitio de unión con la PLCγ en el primer dominio de ankirina y una unión para VAMP-2 entre los 
dominios de ankirina 3 y 4. En su extremo C tiene el dominio EWKFAR, un dominio rico en prolinas 
donde se inserta un sitio de unión para FKBP12 pero no para Homer1, y el dominio CIRB, acabando en 
un dominio coiled-coil [373]. El TRPC3 presenta una selectividad pNa+/pCa2+ 1:1,5. Al igual que otros 
TRPCs, el TRPC3 forma heterotetrámeros e interviene en la ENCC, activada por agonistas cuyos 
receptores están acoplados a proteínas G, que ponen en marcha la maquinaria de la hidrólisis de PIP2 
generando DAG que activará el canal. Se ha demostrado que en algunos tipos de célula, el TRPC3 
puede ser activado por el vaciamiento de los depósitos [350,353,374].                     

- TRPC6 (931 aa). Presenta la estructura típica de los TRPCs, con los extremos N y C en el citoplasma, 
la estructura EWKFAR y los seis dominios intermembrana, con el poro entre el 5º y el 6º. En el extremo 
N presenta los cuatro dominios de ankirina y el dominio coiled-coil; sin embargo, y al contrario que el 
TRPC1 y 3, no tiene sitios de unión para la Cav1. En el extremo C tiene el dominio rico en prolinas con 
un sitio de unión para FKBP12, el CIRB y un dominio coiled-coil final [373]. El TRPC6 presenta una 
selectividad pNa+/pCa2+ 1:5. El canal TRPC6 es regulado por muchas señales, como el segundo 
mensajero DAG, la fosforilación en residuos de serina o tirosina, el PIP2 e incluso el vaciamiento de los 
almacenes de Ca2+ intracelulares [375,327].  

• Orai1 (301 aa). Esta proteína, también denominada CRACM1, se caracterizó durante el estudio de una 
mutación en la posición R91W del gen FLK14466 del cromosoma 12 humano, que suprime la entrada de 
Ca2+ y las corrientes ICRAC en células T; esta mutación se ha asociado con un síndrome de 
inmunodeficiencia severa combinada en dos pacientes no relacionados [376]. Se ha propuesto que la 
proteína Orai1 forma parte del poro del canal que media la corriente ICRAC, una corriente no activada por 
cambios en el voltaje y altamente selectiva para Ca2+ [354]. Orai1 forma complejos de canales de iones 
multiméricos en la membrana plasmática, regulados por el vaciamiento de los depósitos de Ca2+ 
intracelular, y mediado por la participación de STIM1 [377]. Orai1 es una pequeña proteína de 
membrana, (~38 kDa), con ambos extremos N y C, en el citoplasma. Presenta 4 dominios 
transmembrana y el poro se encuentra situado entre los dominios 2º y 3º. En su extremo N posee dos 




                                     
rico en arginina/lisina. Además presenta un sitio de unión a calmodulina, que al unirse provoca 
inactivación del canal [343]. En su extremo C posee un dominio coiled-coil por el que se une al extremo 
C de STIM1 [340-342].

Orai1 contiene dominios estructurales que pueden formar un canal de Ca2+ muy selectivo (pNa+/pCa2+ 
~1000), y pequeñas mutaciones pueden alterar su selectividad por los cationes. Se ha sugerido que la 
región 106-114 aa, de composición muy ácida, con un glutamato en posición 106 crucial para definir la 
selectividad a Ca2+ del canal, una glutamina en posición 108, y tres residuos de aspartato en posiciones 
110, 112 y 114, puede ser la región formadora del poro. 

• Homer. Las proteínas Homer son una familia de proteínas citoplasmáticas adaptadoras, Homer1, 
Homer2 y Homer3, con numerosas isoformas, que juegan diferentes papeles en la función celular, [377]. 
La única isoforma monomérica, Homer1a, contiene un extremo C- terminal corto, mientras que el resto, 
formas largas de Homer, tienen en dicho extremo un dominio coiled-coil con el que forman tetrámeros, y 
dos motivos cremallera de leucina. Las Homer tetraméricas son necesarias para formar complejos con 
otras proteínas de soporte, que agrupan proteínas de señalización del Ca2+ en microdominios celulares. 
Todas las proteínas Homer contienen un dominio EVH1 (Ena VASP Homology 1), con el que interactúan 
con el dominio PPXXF, presente en varias proteínas que intervienen en la homeostasis del Ca2+, como 
IP3R o TRPC, regulando su actividad. Homer1a parece actuar como un regulador negativo de las formas 
largas de Homer, que tienen diferentes papeles en las vías de señalización del Ca2+ [378,379]. La 
función de Homer1, la mejor conocida y documentada hasta el momento, parece ser participar en los 
mecanismos moleculares que regulan la apertura y el cierre de los canales TRPC. Fig.7. Todos los 
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Figura 7. Modelo de regulación de la apertura y cierre del canal TRPC con la participación 
de Homer1 y STIM1. Fuente: ref.379.
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canales TRPC contienen dominios de unión para Homer1 y STIM1, separados entre sí solo por cuatro 
resíduos aminoácidos. Recientemente se ha propuesto un mecanismo molecular por el que Homer1 
interviene en el acoplamiento de los canales TRPC con el IP3R, lo que mantiene estos canales cerrados. 
La disociación de los complejos TRPCs-Homer-IP3Rs, permite el acceso de STIM1 a su dominio de 
unión a los TRPCs, lo que facilitaría la apertura del canal [378,379]. 

1.4.1.3. Mecanismo de la entrada de Ca2+
Tras la unión de un agonista a su receptor de membrana acoplado a proteínas G, o acoplado a ITAM, se 
produce la activación de PLC, que hidroliza PIP2 y lo transforma en IP3 y DAG. Por un lado, el IP3  se une 
a su receptor en el RE, lo que provoca que éste sufra un cambio conformacional que permitirá la salida 
de Ca2+ al citoplasma y desencadenará la activación de diferentes rutas [68]. La liberación de Ca2+ en 
los depósitos provoca que el Ca2+ unido al dominio EF-hand de STIM1 se libere, con lo que STIM1 sufre 
un cambio conformacional que le permite activar a los canales de Ca2+ en la membrana plasmática.  

En estado de reposo, STIM1 tiene ocultos los dominios coiled-coil, con los que se activa a Orai1, y el 
dominio rico en prolina que activa el TRPC1. En primer lugar, este cambio conformacional, habilita a 
STIM1 para formar homodímeros u homotetrámeros con otras moléculas de STIM1, y heterodímeros o 
heterotetrámeros con moléculas de STIM2. Estas uniones se producen mediante el dominio SAM que se 
encuentra en el extremo N de las STIMs [380].  

Tras el vaciamiento de los reservorios de Ca2+, ambas proteínas se reorganizan en zonas concretas de 
la membrana plasmática que poseen un alto contenido en colesterol, denominadas balsas lipídicas 
[381]. La interacción de STIM1 y Orai1 se produce en puntos muy concretos y localizados de la célula 
donde la separación entre la membrana plasmática y el RE es menos de 100 nm (regiones puncta) 
[327,382]. STIM1 se une a Orai1 mediante los dominios coiled-coil de los extremos C de ambas 
proteínas, y el domino SOAR de STIM1 activa Orai1 y permite la entrada de Ca2+ desde el exterior 
celular [340]. Además STIM1 se une a la membrana por su dominio K en el extremo C, para estabilizar 
las uniones con las proteínas de membrana y activa el canal TRPC1 [383]. En plaquetas humanas, el 
vaciamiento de los depósitos intracelulares incrementa la interacción entre STIM1 y hTRPC1 en un 50%; 
este incremento puede ser inhibido por la electrotransjección de un anticuerpo anti-STIM1 [384], 




                                     
almacenes de Ca2+ [357]. Esta interacción entre el TRPC1 y los IP3Rs tiene un papel fundamental en la 
ECC en varias líneas celulares [357,385,386].  

Por otro lado, se ha descrito que STIM1 se transloca a la membrana plasmática tras el vaciamiento de 
los depósitos [325], y que la presencia de STIM1 en la membrana plasmática es necesaria para las 
corrientes ICRAC en células T Jurkat, y la ECC en HEK293 [387]. En plaquetas humanas, se ha 
demostrado que esta translocación requiere de los filamentos de actina [141]. Sin embargo existen 
autores contrarios a la idea de la translocación de STIM1 a la membrana plasmática, sugiriendo que, 
como la distancia entre las membranas del RE y de la membrana plasmática es muy pequeña (100 nm), 
STIM1 actuaría como si se encontrara en la membrana plasmática cuando en realidad se halla en el RE 
[388,389]. 

Además de la apertura de los canales de Ca2+ en la membrana plasmática, el vaciamiento de los 
depósitos por IP3, y el consiguiente incremento en la [Ca2+]c desencadena la aperturas de otros canales 
de Ca2+ en los depósitos, como los receptores de rianodina, en un fenómeno conocido como liberación 
de Ca2+ inducida por Ca2+ (CICR) [390]. Por otra parte, el DAG actuará como segundo mensajero 
activando canales permeables a Ca2+, entre los que destacan TRPC3 y TRPC6, no involucrados en la 
ECC (canales SMOC), contribuyendo con ello al aumento de la [Ca2+]c necesario para la función celular.  

Recientemente, se ha identificado una nueva familia de proteínas denominadas factor de intercambio de 
nucleótidos de guanina regulado por Ca2+ y DAG (CalDAG-GEF/RasGRP), con una serie de dominios 
estructurales, tipo EF-hand de unión a Ca2+ y de unión a DAG, que sugieren que estas proteínas podrían 
estar involucradas en la regulación de las señales mediadas por Ca2+ y DAG. Un estudio reciente ha 
demostrado que la proteína CalDAG-GEFI activa a Rap1, una GTPasa monomérica que participa en 
activación rápida de las plaquetas activada por Ca2+ dentro de un complejo formado por CalDAG-GEFI, 
la PKC y el receptor purinérgico P2Y12 [391]. Además, el DAG activa la PKC, que tiene un efecto 
inhibidor sobre la PLC, la AC, la PLA2, la IP3K y la MLCK [186,187,185].  

1.4.2. Mecanismos que disminuyen la [Ca2+]c 
Una vez que la célula ha llevado a cabo la función fisiológica que requería los incrementos de Ca2+, la 




                                     
para la célula y activar mecanismos que conducen a la apoptosis y muerte celular. Los mecanismos que 
disminuyen la [Ca2+]c se pueden englobar en dos grandes grupos, aquellos que retornan el Ca2+ a los 
depósitos intracelulares y aquellos que lo expulsan al exterior. Todo transporte de Ca2+ citoplasmático 
requiere del uso de bombas e intercambiadores [68].  

• Bomba ATPasa de Ca2+ del retículo sarco/endoplásmico (SERCA). La proteína SERCA, de ~100 
kDa, se encuentra en las membranas de los depósitos intracelulares y se encarga de “secuestrar” el 
Ca2+ citosólico y reintroducirlo en los almacenes, en un proceso en contra de gradiente y que consume 
ATP. Está codificada por tres genes diferentes, generando mediante splicing alternativo una gran 
cantidad de isoformas, englobando cada isoforma distintos subtipos [392]. La estructura de SERCA es 
bastante compleja, consistente en 3 dominios citoplasmáticos (A, ejecutor, que será donde se una el 
Ca2+; N, el sitio de unión con los nucleótidos (ATP); y P, el sitio de fosforilación, en los residuos Asp351 y 
Asp703), 10 dominios de hélices transmembrana, y pequeños dominios luminales en forma de lazo. Su 
funcionamiento, en cambio, es sencillo: cuando SERCA une 2 iones de Ca2+ en su lado citosólico, se 
produce un cambio estructural que permite que el ATP done un fósforo al residuo Asp351, lo que induce 
el cambio conformacional de SERCA, quedando el dominio A en el lumen del depósito de Ca2+, y 
perdiendo los sitios de unión a Ca2+ su afinidad por éste, liberándolo. La disociación de los iones de 
Ca2+ provocan la hidrólisis del fósforo en el residuo de aspartato, produciéndose un nuevo cambio en la 
estructura de la proteína, y el dominio A vuelve a situarse en el citoplasma [393].  

SERCA está regulada por una proteína de membrana, fosfolamban, que inhibe su actividad reduciendo 
su afinidad por Ca2+ [394]. Fosfolamban es inhibida por PKA o proteína cinasas dependientes de Ca2+ y 
calmodulina [182]. Además SERCA puede estar regulada por una pequeña proteína, regulada a su vez 
por una GTPasa, denominada Rap-1b, que, cuando se activa por un incremento en la [Ca2+]c, se une a 
SERCA3b inhibiéndola, favoreciendo el aumento de Ca2+ en el citoplasma tras el estímulo. Cuando 
Rap-1b es fosforilada por la GTPasa, se desacopla de SERCA3b que incrementa su actividad 
secuestradora de Ca2+ [395]. Por último, SERCA puede ser inhibida por agentes farmacológicos como, 
la tapsigargina (TG) - que bloquea SERCA en el estado conformacional E2, en el cuál el sitio de unión a 
Ca2+ se encuentra situado en el lumen del RE [396,397] - el ácido ciclopiazónico y la 2,5-di(ter-
butil)-1,4,-hidroquinona (TBHQ) [398].  

• Bomba ATPasa de Ca2+ de la membrana plasmática (PMCA). La PMCA utiliza la energía procedente 




                                     
membrana plasmática [399]. Con una estructura y un modo de acción similar a SERCA, la PMCA posee 
10 dominios transmembrana y los extremos N y C situados en el citoplasma. En el extremo C, existe una 
larga cola de aminoácidos (entre 70 y 200 aa), con diferentes dominios, tanto de unión a moléculas 
como de fosforilación, por los cuales la PMCA es regulada. Entre estos reguladores se incluyen 
calmodulina, fosfolípidos acídicos y proteína cinasas como la PKA y la PKC [400].  

• Intercambiador Na+/Ca2+ (NCX). Se encuentra en la membrana plasmática y utiliza la energía 
almacenada en forma de gradiente electroquímico de Na+ para extraer 1 ión de Ca2+ por cada 3 de Na+ 
del medio extracelular. El NCX (~108 kDa), está formado por un péptido inicial (M0), seguido de 5 
regiones transmembrana (M1-M5), un bucle intracelular muy grande, donde se encuentran tanto el sitio 
de unión a Ca2+ como el sitio de inactivación de Na+, y 6 regiones transmembrana más (M6-M11), con el 
extremo C situado en el citoplasma. El NCX está regulado por proteína cinasas de las familias de la PKA 
y la PKC [177]. Por último, el NCX puede actuar de manera inversa, introduciendo Ca2+ al interior de la 
célula, como sucede con el potencial de acción cardiaco, durante el cual se produce un incremento 
transitorio en la concentración de Na2+ cercana a la membrana plasmática, haciendo que el NCX 
expulse Na+ y reintroduzca Ca2+ [177].  

1.4.3. Finalización de la señal de Ca2+
Para el buen funcionamiento celular, después de un estimulo con la consiguiente movilización de Ca2+ y 
la respuesta, es necesario que la [Ca2+]c disminuya (20 nM), que los reservorios de Ca2+ se rellenen para 
poder responder al próximo estímulo, y que el exceso de Ca2+ sea expulsado al medio extracelular. Pero 
además de la puesta en marcha de esta maquinaria, que reducirá la concentración de Ca2+, es 
necesario que se interrumpa la señal que ha producido el vaciamiento de los depósitos y la apertura de 
los canales. 

El IP3 ha de ser metabolizado, y para ello la célula usa dos vías, defosforilación a IP2  por una enzima 5-
fosfatasa, o fosforilación por una enzima 3-cinasa transformándose en IP4. El DAG es inactivado 
rápidamente mediante fosforilación por la DAG-cinasa, que lo transformará en ácido fosfatídico (PA), un 






                                     
Tras la activación de la célula por un agonista y el incremento de la [Ca2+]c, se inhibe la AC, con la 
consecuente disminución de AMPc [401]. Al finalizar el estímulo y la señal de Ca2+, la AC comienza a 
sintetizar AMPc rápidamente, se activa la PKA que inhibirá a la PLC, la PLA2 y la polimerización de 
actina [195]. De manera conjunta, comienza la síntesis de GMPc por NO, que activará la PKG y 
trabajando de forma sinérgica junto a PKA, regularán la función plaquetaria [402]. Finalmente, la 
expresión de la enzima CD39 en las células del endotelio vascular degradará ATP y ADP reduciendo la 
activación plaquetaria [175,403].  

1.4.4. Homeostasis del Ca2+ en la función plaquetaria 
La homeostasis del Ca2+ en las plaquetas es similar a la de otros tipos celulares, con algunas 
peculiaridades derivadas de las características propias de las plaquetas. Las plaquetas humanas 
poseen varios compartimentos intracelulares que almacenan Ca2+, fundamentalmente el STD, que hace 
las veces de RE, y varias organelas. El STD es el mejor estudiado y funciona como el reservorio de Ca2+ 
principal en las mayorías de las células [404]. Además del STD, las plaquetas presentan varias 
organelas que almacenan y liberan Ca2+ tras su activación por un agonista, los lisosomas y los gránulos 
de secreción. Estos reservorios son conocidos como depósitos acídicos de Ca2+. El Ca2+ es introducido 
en estos depósitos por un gradiente de protones (H+), que es generado por la bomba de H+ vacuolar (H
+-ATPasa) [405-407]. Finalmente, aunque existen numerosos estudios que demuestran la importancia de 
las mitocondrias en la homeostasis del Ca2+ intracelular en diferentes tipos celulares [408-409], su papel 
en la homeostasis del Ca2+ en plaquetas no está definitivamente establecido, y no parecen tener una 
función relevante en la ECC en plaquetas [410], posiblemente debido a su escaso número, unas 7 
mitocondrias por plaqueta.  

Los dos reservorios principales de Ca2+ en plaquetas, el STD y los depósitos acídicos, son vaciados 
mediante la activación por los agonistas de sus receptores en la membrana plasmática. Estos 
reservorios presentan distinta sensibilidad al vaciamiento estimulado por agonistas, de tal manera que el 
vaciamiento del STD está principalmente mediado por la activación de GPCRs, que activan la PLC y la 
síntesis de IP3, mientras que en los depósitos acídicos el vaciamiento está mediado por la producción 
de NAADP y su interacción con su receptor en la membrana de estos gránulos, TPC [320,321]. También 
se ha observado diferente sensibilidad cuando se trata de diferentes receptores para un mismo 
agonista: la trombina, al activar los receptores PAR-1 y PAR-4, libera Ca2+ del STD y ejerce alguna 
acción, aunque pequeña, sobre los almacenes acídicos, mientras que cuando activa el dominio de alta 




                                     
La entrada de Ca2+ en plaquetas en respuesta a agonistas no depende únicamente del vaciamiento de 
los depósitos. Se ha demostrado recientemente que el vaciamiento de los almacenes de Ca2+ por sí 
sólo, en un medio libre de Ca2+, no produce agregación; sin embargo, este mismo vaciamiento en un 
medio con Ca2+, induce agregación plaquetaria, lo que pone de manifiesto que no es el vaciamiento de 
los depósitos lo que conduce a la agregación, sino que se alcance una [Ca2+]c determinada [411].  

Para alcanzar la [Ca2+]c necesaria para la activación de la agregación, las plaquetas cuentan con 
distintos mecanismos que permiten la entrada de Ca2+ en la célula, los canales ROC, SMOC y SOC; 
hasta el momento, no se han descrito canales activados por voltaje en plaquetas humanas. El canal 
ROC mejor estudiado en plaquetas es el receptor purinérgico de tipo P2X1, activado por ATP, y que 
permite la entrada de Ca2+ y Na+ [45]. La activación de canales de Ca2+ por segundos mensajeros, 
SMOC, también es bien conocida en las plaquetas, por ejemplo, el DAG, producto de la hidrólisis del 
PIP2, parece activar canales TRPs en la membrana, en concreto TRPC3 y TRPC6, e interactuar para 
formar el complejo CalDAG-GEF/RasGRP. 

Sin embargo, el mecanismo de entrada de Ca2+ más importante en las plaquetas es la ECC y sus 
canales SOC. Este mecanismo, similar al del resto de las células, requiere de la participación de STIM1 - 
el sensor de Ca2+ en el RE y del que recientemente se ha descrito que actúa también como sensor de 
Ca2+ en los gránulos acídicos [412] - los canales SOC, las proteínas Orai y distintos miembros de la 
familia TRPC, los receptores de IP3, y la bomba ATPasa de Ca2+ SERCA [384,413,414].

Al igual que en otros tipos celulares, todo este mecanismo está soportado por el citoesqueleto 
[357,415,416], y se realiza en lugares específicos de la membrana que poseen un contenido en 
colesterol muy alto, conocidos como balsas lipídicas, que favorecen la interacción entre proteínas. En 
plaquetas humanas, a diferencia de otros modelos celulares, no ha sido descrita la activación de la 
liberación de Ca2+ inducida por Ca2+, CICR, mediada por los receptores de rianodina, hasta hoy no 
identificados en plaquetas; sin embargo incrementos en la concentración de Ca2+ localizados en las 
cercanías de los IP3R, pueden activar su apertura [317]. Finalmente, el Ca2+ también puede escapar de 







                                     
 
En resumen, la entrada de Ca2+ en plaquetas humanas se puede producir por los canales ROC, como 
P2X1 activado por ATP, por los canales SMOC, activados por segundos mensajeros como el DAG, que 
activa la entrada por TRPC3/TRPC6, y, finalmente, por los canales SOC, donde STIM1 interacciona con 
los canales de membrana Orai1 y TRPC1 permitiendo el paso de Ca2+. La maquinaria enzimática 
necesaria para la reducción de la [Ca2+]c comprende las bombas ATPasas del RE, SERCA2b, y de los 
gránulos acídicos, SERCA3, que reintroducirán el Ca2+ dentro de los depósitos, y la PMCA en la 
membrana plasmática, que expulsa el Ca2+ al exterior. Además, el NCX colabora en la expulsión del 
Ca2+ al exterior celular, intercambiando Ca2+ por Na+. Fig.8.

Por otra parte, siendo el incremento de la [Ca2+]c crítico para la activación plaquetaria, la intensidad de 
la agregación desencadenada por la entrada de Ca2+ varía en función del agonista que estimule la 
plaqueta. El efecto de la entrada de Ca2+ sobre la agregación inducida por trombina, supone un 10-20 
% del total de la respuesta. Sin embargo, con otros agonistas como el ADP, el efecto de la entrada de 
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Figura 8.    Mecanismos reguladores de la homeostasis del [Ca2+]c en plaquetas humanas. 
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Ca2+ sobre la agregación es mucho mayor, y la reducción de la entrada de Ca2+ inhibe la agregación de 
forma prácticamente completa. Así, el bloqueo de la interacción entre STIM1 y los canales SOC, inhibe 
completamente la agregación inducida por ADP y reduce la inducida por trombina [417]. Estas 
observaciones ponen de manifiesto el importante papel funcional de la ECC en plaquetas humanas. 

En conclusión, en las últimas décadas se han realizado significativos progresos en el conocimiento de la 
homeostasis del Ca2+ en plaquetas en general y de los mecanismos de entrada del Ca2+ en plaquetas 
en particular, especialmente en lo relativo al papel clave de STIM1 y Orai1 en la ECC. Sin embargo, 
muchas cuestiones permanecen abiertas, como determinar los mecanismos que están implicados en la 
regulación de la activación de STIM1 en plaquetas humanas, analizar el papel de Homer en la formación 
de complejos STIM1-Orai1 y de complejos IP3R tipo II -TRPC1, así como en la agregación y secreción 
plaquetarias, estudiar el papel de la liberación de Ca2+ desde los depósitos densos en la secreción de 
los gránulos α, o caracterizar la secuencia de la secreción de gránulos α y densos tras la estimulación 
de la plaqueta por sus agonistas. La respuesta a éstas y otras cuestiones ayudará a comprender la 


















































































                                          
• Comprobar si el vaciamiento de los reservorios intracelulares de Ca2+ ocasiona la fosforilación de 
STIM1 en residuos de tirosina en plaquetas humanas, y su papel en la activación de la entrada 
capacitativa de Ca2+ . 


• Caracterizar el papel de las proteínas adaptadoras de la familia Homer en la entrada capacitativa de 
Ca2+ y la asociación de los elementos capacitativos en las plaquetas humanas. 


• Analizar si los incrementos en la concentración de Ca2+ citosólica mediados por la liberación de Ca2+ 
desde depósitos acídicos o el sistema tubular denso, o por la entrada de Ca2+, son necesarios para la 












































































                           
3.1. Reactivos. 
• 1-oleoil-2-acetil-sn-glicerol (OAG) - Calbiochem (Madrid, España).  
• 2,5-di-(tert-butil)-1,4-hidroquinona (TBHQ) - Axxora (Nottingham, UK).  
• Ácido 4-(2-hidroxi-etil)-1-piperazin-etan-sulfónico (HEPES) - Sigma (Madrid, España).  
• Ácido etilén-glicol-tetraacético (EGTA) - Sigma (Madrid, España). 
• Adenosina difosfato (ADP) - Sigma (Madrid, España). 
• Albúmina de suero bovino (BSA) - Sigma (Madrid, España).  
• Anticuerpo anti-CD41-a PerCP (clona HIP8) - Becton Dickinson Biosciences (CA, USA). 
• Anticuerpo anti-CD62P - Becton Dickinson Biosciences (CA, USA). 
• Anticuerpo antiinmunoglobulina G de burro conjugado con peroxidasa de rábano (HRP) - Santa Cruz 
Biotechnology (Santa Cruz, CA).  
• Anticuerpo antiinmunoglobulina G de conejo conjugado con peroxidasa de rábano (HRP) - Santa Cruz 
Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA).  
• Anticuerpo antiinmunoglobulina G de ratón conjugado con peroxidasa de rábano (HRP) - Amersham 
Biosciences (Arlington Heights, IL, USA).  
• Anticuerpo antiinmunoglobulina G de ratón conjugado con peroxidasa de rábano (HRP) - GE 
Healthcare (Little Chalfont, Buckinghamshire, UK). 
• Anticuerpo anti-Btk (N-20) - Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA). 
• Anticuerpo anti-c-Src - Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA). 
• Anticuerpo anti-fosfotirosina (Clon 4G10) - Millipore (California, USA) 
• Anticuerpo anti-Homer1 - Sigma (Madrid, España). 
• Anticuerpo anti- IP3RII tipo II C terminal (C-20) -Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA). 
• Anticuerpo anti-Orai (C terminal) - Sigma (Madrid, España).  
• Anticuerpo anti-STIM1 - BD Transduction Laboratories (Madrid, Spain).  




                           
• Anticuerpo anti -TRPC1 -Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA). 
• Apirasa (grado VII) - Sigma (Madrid, España).  
• Aspirina - Sigma (Madrid, España).  
• Bafilomycin A1 - Sigma (Madrid, España). 
• Bosutinib (SKI-606) - LC Laboratories (Woburn, Massachusetts, USA). 
• Calceina acetilmetil éster (AM) - Molecular Probes (Leiden, Holanda).  
• Citrato sódico - Sigma (Madrid, España). 
• D- glucosa - Sigma (Madrid, España). 
• Dietilestilbestrol (DES) - Sigma (Madrid, España). 
• Dimetil BAPTA-AM (1,2-bis [o-aminofenoxi] etano-N,N,N',N'-ácido tetraacético) - Molecular Probes 
(Leiden, Holanda). 
• Dimetil sulfóxido (DMSO) - Sigma (Madrid, España).  
• Ditiotreitol (DTT) - Sigma (Madrid, España).  
• Dodecilsulfato sódico (SDS) - Sigma (Madrid, España).  
• Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) - Sigma (Madrid, España).  
• Fura-2-acetilmetil éster (Fura-2/AM) - Molecular Probes (Leiden, Holanda).  
• Hiperfilms de revelado quimioluminiscente (ECL) - GE Healthcare (Little Chalfont, Buckinghamshire, 
UK). 
• Inhibidor de proteasas - Roche 
• Ionomicina - Calbiochem (Madrid, España).  
• LFM-A13 - Toscris Bioscence (Bristol, UK). 
• Mepacrine®- Sigma (Madrid, España). 




                           
• Péptido sintético anti- IP3RII N terminal ELNPDYRDAQNEGKTVRD (péptido correspondiente a los aa 
317-334 de IP3BD [dominio de unión a IP3]  del IP3RII [péptido IP3RII C]) - Affinity Bioreagents (CO, 
USA). 
• Péptido PPKKRR - Immunostep (Salamanca, España). 
• Péptido PPKKFR - Immunostep (Salamanca, España). 
• Paraformaldehído - Sigma (Madrid, España).  
• Proteína agarosa A - Upstate Biotechnology Inc. (Madrid, España) y Millipore (California, USA). 
• Reactivos de revelado quimioluminiscente (ECL) - Pierce (Cheshire, UK).  
• Tapsigargina (TG) - Sigma (Madrid, España). 
• Trombina - Sigma (Madrid, España).  

El resto de reactivos utilizados, de grado analítico, fueron suministrados por Panreac (España). 

3.2. Preparación de las plaquetas. 
3.2.1. Selección de los individuos susceptibles de investigación
Las muestras de sangre se obtuvieron de voluntarios sanos mediante punción venosa humeral en la 
Clínica Juan Manuel Hernández Cruz (San Antón 10, Cáceres), o bien de concentrados de plaquetas 
procedentes de donantes de sangre, cedidas para la investigación por el servicio de Hematología del 
Hospital San Pedro de Alcántara (Avenida Pablo Naranjo s/n, Cáceres), de acuerdo con los principios 
de la Declaración de Helsinki, y los Comités de Bioética del Hospital San Pedro de Alcántara y de la 
Universidad de Extremadura.  

3.2.2. Preparación de la suspensión de plaquetas
La sangre obtenida mediante punción venosa fue mezclada cuidadosamente con una solución de 
dextrosa citrato ácida (ACD), cuya composición se detalla en el Anexo (Tabla 6), en una proporción de 1 




                           
coagulación de la sangre. A continuación las muestras se centrifugaron a 700 g durante 5 minutos a 
20ºC para obtener plasma rico en plaquetas (PRP).  

Al PRP se le añadió aspirina (100 μM), para inhibir la COX-I plaquetaria, evitar la liberación de PG e 
impedir la agregación plaquetaria espontánea, y apirasa (40 μg/mL), que actúa defosforilando el ADP y 
el ATP a través de su actividad di/trifosfatasa, e impide la activación plaquetaria mediada por estos 
agonistas. El PRP, tras cinco minutos de reposo, y los concentrados de plaquetas, se centrifugaron 350 
g durante 20 minutos a 20 ºC, obteniéndose un pellet de color blanco, las plaquetas, y un 
sobrenadante, el plasma pobre en plaquetas (PPP), desechado. Tras retirar el PPP, las plaquetas se 
resuspendieron en un medio tampón HEPES salino (HBS), cuya composición se muestra en el Anexo 
(Tabla 7). Esta suspensión de plaquetas se mantuvo 15 minutos en reposo antes de comenzar los 
experimentos. 

3.3. Métodos de medición de la viabilidad celular
La viabilidad celular se comprobó mediante dos técnicas, azul de tripán y calceína, obteniéndose un 
95% de supervivencia plaquetaria, lo que demuestra que este método de aislamiento de las plaquetas 
es adecuado para la obtención de plaquetas viables.  

3.3.1. Tinción con Azul de Tripán
Esta tinción se basa en la capacidad que tienen las células de expulsar del interior de su citoplasma el 
colorante Azul de Tripán [418]. Las células incubadas con Azul de Tripán se observan al microscopio 
óptico (x40), y se hace el recuento de las células vivas, que permanecen con el citoplasma 
transparente, y las células muertas, cuyo citoplasma se tiñe de azul. Luego se calcula el porcentaje de 
viables y no viables frente al total de las células.  

3.3.2. Calceína
La calceína-AM es una sonda no fluorescente que entra dentro de la célula, donde es escindida por 
esterasas transformándose en calceína, que emite en la longitud de onda del verde (535 nm). Esta 
emisión se recoge en un espectrofluorímetro en unidades arbitrarias. Cuando la célula está muerta, la 




                           
calceína-AM durante 30 minutos a 37º C, se centrifugaron y se resuspendieron en tampón HBS. La 
fluorescencia fue registrada mediante un espectrofotómetro Cary Eclipse (Varian Ltd., Madrid, España) 
a partir de alícuotas de 2 mL. Las muestras se excitaron a 494 nm y la emisión fue recogida a 535 nm.  

3.4. Técnica para la determinación de la [Ca2+]c. Fluorimetría
3.4.1. Fura-2/AM
El fura-2/AM es un fluoróforo de Ca2+ permeable a la membrana plasmática que, una vez se introduce 
en el interior celular, sufre la acción de esterasas citosólicas que liberan fura-2, el cual no es capaz de 
atravesar la membrana. Este fluoróforo presenta una Kd para el Ca2+ de 120-250 nM, en función de la 
temperatura, lo que permite determinar concentraciones de Ca2+ de rango nanomolar [419]. La ventaja 
de esta sonda con respecto a otras en el estudio de los movimientos de Ca2+, se debe a su carácter 
ratiométrico, esto es, presenta dos longitudes de onda de excitación, 340 y 380 nm, que permiten 
observar los máximos y mínimos de emisión a 505 nm y obtener una ratio de estos valores.  

La ratio de fluorescencia emitida (340/380) es proporcional a las variaciones en la [Ca2+]c , evitando 
errores derivados de una distribución no homogénea en el citosol celular, carga deficiente del marcador 
u otros posibles artefactos originados durante la manipulación experimental [420]. Otra cualidad 
importante de esta sonda es que presenta el punto isosbéstico (punto de isofluorescencia) a 360 nm, lo 
que resulta útil a la hora de monitorizar los cambios en la fluorescencia no dependiente de Ca2+ o para 
apreciar el apagamiento de la fluorescencia cuando la molécula se une a algunos metales pesados, 
como el Mn2+ [421]. 

3.4.2. Carga del indicador
La suspensión de plaquetas se incubó en presencia de fura-2/AM a una concentración de 2 μM durante 
45 min, a 37ºC y en oscuridad. Transcurrido el tiempo de incubación las células se centrifugaron a 350 
g, durante 20 minutos a 20°C, y después el sobrenadante, con el fura-2 AM sobrante no introducido en 
las células, fue desechado. Las plaquetas obtenidas se resuspendieron en HBS al que se añadió 
glucosa (1,80 mg/mL) y BSA (1 mg/mL) el mismo día del experimento. A la suspensión de plaquetas se 





                           
3.4.3. Determinación de la [Ca2+]c mediante métodos fluorimétricos
Los movimientos de Ca2+ en las plaquetas se registraron usando un espectrofotómetro Cary Eclipse 
(Varian Ltd., Madrid, Spain). Alícuotas de 1 mL de la suspensión de plaquetas descrita previamente se 
depositaron en las cubetas de cuarzo del sistema, provisto de un dispositivo de microagitación y 
termostatización para mantener las células en suspensión y atemperadas a 37°C. Todos los agentes 
aplicados durante la realización de los experimentos se añadieron directamente en la cubeta del 
espectrofluorímetro, en función del volumen de la suspensión celular, para poder obtener la 
concentración final deseada. Las variaciones en la [Ca2+]c se monitorizaron y expresaron como ratio de 
las fluorescencias emitidas a 505 nm por el fura-2 tras ser excitado a 340 y 380 nm. La traducción de 
ratios de fluorescencia a [Ca2+]c y el posterior calibrado se realizaron mediante el método desarrollado 
por Grynkiewicz [419], según la  siguiente fórmula: 
        [Ca2+]c = Kd + [(R - Rmin )/ (Rmax - R)] + (Sf/Sb) 
      Kd = Constante de disociación del fura-2 y el Ca2+ (214 nM a 37°C).  
      R = ratio de la muestra.  
      Rmin = ratio mínimo.  
      Rmax = ratio máximo.  
      Sf = S free (emisión del fura-2 libre al ser excitado a 380 nm).  
      Sb= S bound (emisión del fura-2 unido a Ca2+ al ser excitado a 380 nm) 

3.4.4. Determinación de la liberación y entrada de Ca2+
Para estimar la liberación de Ca2+ en plaquetas se utilizaron diferentes inductores: TG, sola o asociada 
al ionóforo de Ca2+ ionomicina, TBHQ, o trombina. La liberación de Ca2 inducida por TG (10 nM, 200 nM 
y 1 μM), TG (1μM) + Ionomicina (50 nM), TBHQ (20 μM), o trombina (1 U/mL), se determino analizando 
el área bajo la curva del incremento de la [Ca2+]c, durante los 3 minutos posteriores a la adición del 
estímulo, en un medio libre de Ca2+, corregida con la resta del promedio de la concentración basal de 
Ca2+ pre-estímulo, en ausencia de Ca2+ extracelular, usando el quelante de Ca2+ EGTA, a una 





                           
La entrada de Ca2+ que se produce tras la adición de 300 μM o 1 mM de CaCl2, se calculó también 
como el área bajo la curva del incremento de la [Ca2+]c durante los 3 minutos siguientes de la misma, 
corregida con la resta del promedio de la concentración de Ca2+ post-estímulo [422]. Los movimientos 
de Ca2+ inducidos por OAG (un análogo del DAG), fueron calculados mediante el mismo método, en un 
medio con 1 mM CaCl2  [423].  

3.4.5. Determinación de la entrada de manganeso (Mn2+) 
El Mn2+, que compite con el Ca2+ para entrar en las células a través de los canales ROC, se utiliza 
habitualmente para monitorizar la entrada de cationes divalentes, dada su capacidad para fijarse a la 
sonda fura-2/AM, cuyo punto isosbéstico a 360 nm permite apreciar la pérdida de fluorescencia cuando 
se une a cationes diferentes al Ca2+. Los movimientos del Mn2+ en las plaquetas se registraron en un 
espectrofotómetro Cary Eclipse, utilizando alícuotas de 1 mL de la suspensión de plaquetas (2 x 108 
células/mL) a 37ºC y en agitación. La entrada de Mn2+ se calculó mediante la integral del cambio de 
fluorescencia a 360 nm en 2.5 minutos, tomando una muestra por segundo después de la estimulación 
con TG, y el cálculo se corrigió mediante la sustracción del cambio de fluorescencia observado antes 
de añadir TG.  

3.4.6. Determinación de la movilización del Ca2+ intracelular. Stopped-flow 
La cinética de los cambios de fluorescencia de las plaquetas cargadas con fura-2 se investigó en un 
fluorímetro stopped-flow. El sistema stopped-flow es un espectrómetro con un sistema óptico 
especialmente diseñado para la medida de cinéticas rápidas. Emplea una lampara de Xe o Xe(Hg) de 
150 W unida a un monocromador manual en un módulo óptico. La conexión con el instrumento de 
stopped-flow se realiza mediante fibras ópticas especialmente diseñadas para las medidas de las 
cubetas del sistema. La señal se detecta mediante un fotomultiplicador montado directamente sobre el 
stopped-flow y conectado a su unidad de control. El fotomultiplicador puede ubicarse tanto a 90º como 
a 180º, en relación con la radiación incidente, para permitir tanto medidas de absorbancia como de 
fluorescencia, o ambas a la vez si se emplea un segundo detector opcional. Para las medidas de 
fluorescencia se pueden emplear filtros estándar delante del fotomultiplicador.  

Para medir la movilización de cationes en el interior celular, las plaquetas se incubaron a 37ºC durante 
45 minutos con fura-2/AM, y los cambios en su fluorescencia se registraron usando un fluorómetro Hi-




                           
una excitación de 340 y 360 nm, y una emisión de 500 nm, dependiendo si se determinaba la 
movilización de Ca2+ o Mn2+, respectivamente. En el módulo de manipulación se cargaron las jeringas, 
una con la suspensión celular (100 ml) y la otra con TG. Para la determinación del tiempo de inicio de la 
ECC, se empleó Mn2+ como sustituto del Ca2+, ya que posee propiedades fisiológicas similares al Ca2+, 
pero además posee la ventaja de disminuir o apagar la fluorescencia del fura-2/AM a la longitud de 
onda isosbéstica de 360 nm, evitando la posible interferencia en la fluorescencia que provoca la salida 
de Ca2+ de los almacenes intracelulares. 

3.5. Técnica para el aislamiento y cuantificación de proteínas. 
3.5.1. Obtención de lisados celulares
Las plaquetas resuspendidas en HBS con apirasa, se distribuyeron en alícuotas de 500 μL a una 
concentración de 4x108 plaquetas/mL y se dejaron reposar durante 30-60 minutos para obtener 
plaquetas no activadas, evitando la posible, aunque mínima, activación inducida por la centrifugación 
celular. A continuación las plaquetas fueron tratadas a 37ºC, bien con agonistas, tanto fisiológicos como 
farmacológicos, bien con activadores o inhibidores de los distintos procesos a estudiar. Para la fijación 
celular se añadieron 500 μL de la solución de Laemmli (LB)-2×, cuya composición se explica en el 
anexo (Tabla 8), enriquecida con ditiotreitol (DTT) al 5%, para obtener una concentración final de 
plaquetas de 2x108 plaquetas/mL. Tras una pequeña agitación para homogeneizarlas,  las muestras se 
calentaron en un termobloque a 70ºC durante 10 min y se centrifugaron a 9.300 g durante 1 minuto, 
para que todos los restos celulares se depositaran en el fondo y no ensuciaran la muestra; finalmente, 
las muestras se cargaron en un gel de electroforesis. 

3.5.2. Tratamiento y fijación de las muestras mediante la técnica Quench flow 
Para el estudio del patrón temporal de activación de STIM1, el tratamiento y fijación de las muestras se 
realizó mediante la técnica Quench flow, una técnica empleada para estudiar reacciones rápidas. 

El estudio se realizó en un Hi-Tech Scientific RQF-63, Dimension D1 Rapid Quench Flow System (Hi-
Tech Ltd., Salisbury, Wilts., UK). Este instrumento cuenta con una unidad electrónica de control que 
permite fijar el volumen suministrado, el caudal y el tiempo de fijación de las muestras de 5 
milisegundos a 100 segundos. La unidad de manejo contiene una serie de circuitos que permite la 




                           
consta de 3 jeringas interconectadas, de las que la primera contiene la solución de células (Reagent 
A),la central la solución de parada (Quench Solution), y la última, posicionada a la izquierda, el agonista 
(Reagent B). En las jeringas A y B las soluciones se cargan al doble de concentración, mientras que en 
la solución de Quench debe ser el triple, de modo que cuando se produzca la mezcla de las tres 
obtengamos una solución con la concentración final de células y agonista deseada. Para la realización 
de los disparos, los circuitos se cargan con las soluciones de las jeringas y se acciona un motor que en 
dos pulsos va a mezclar, primero las células con el agonista y, tras el retraso fijado en el módulo 
electrónico y predeterminado por el investigador según requiera el experimento, la solución de células 
estimuladas con la solución de parada, consiguiendo así la fijación de las muestras.     

En el estudio del patrón temporal de STIM1 se empleó como Reagent A la suspensión de plaquetas, 
preparada tal y como se indica en el apartado 2.2, bajo tres condiciones diferentes: con el Ca2+ 
extracelular quelado, añadiendo 100 μM de EGTA; con el Ca2+ extracelular y el Ca2+ intracelular 
quelados, mediante células cargadas con dimetil-BAPTA (tras incubación durante 30 min con 10 μM de 
dimetil-BAPTA) en HBS, y en presencia de 100 μM de EGTA; y en medio rico en Ca2+, añadiendo 500 
μM de CaCl2 . Como Quench Solution se utilizó una solución con detergente RIPA, cuya composición se 
especifica en el anexo (Tabla 9), y que contiene: RIPA (3x) + Inhibidor de fosfatasas (30 μl/ml)+ Na3VO4 
(30 μl/ml). Y, como Reagent B, TG (400 nM), de modo que al producirse la mezcla se alcanzó una 
concentración final de TG de 200 nM. Las muestras fijadas se mantuvieron en hielo 10 minutos y a 
continuación se determinó la concentración de STIM1 mediante una variación de la técnica clásica de 
inmunoprecipitación, que se describe en el apartado 5.2.1. 

3.5.3. Inmunoprecipitación
Es una técnica con la que se puede aislar una proteína determinada de un lisado celular usando un 
anticuerpo que se une de forma específica a la proteína diana. 

Las células de nuestra solución [2 x 109 plaquetas/mL] se lisaron usando el detergente RIPA en una 
proporción 1:1 (500 μL Plaquetas: 500 μL RIPA 2× [para una concentración final de RIPA de 1×, y de 
plaquetas 1x109 plaquetas/mL]), se mantuvieron 10 minutos en hielo, para evitar proteólisis, 
defosforilación y desnaturalización de las proteínas (estos procesos comienzan inmediatamente 
después del lisado, y mantener la suspensión celular a 4ºC, junto con la adición de inhibidores 




                           
A continuación las muestras se centrifugaron a 16.100 g, a 4ºC durante 15 minutos, para eliminar restos 
celulares no deseados, como el citoesqueleto. Tras retirar el sobrenadante, las muestras se incubaron 
durante toda la noche 4ºC, en un rotor con agitación constante, con el anticuerpo de la proteína diana, y 
unas pequeñas bolas de agarosa recubiertas por proteína A (proteína de la superficie de 
Staphylococcus aureus con gran afinidad por el fragmento cristalizable [Fc] de la cadena pesada de las 
Igs). De esta forma el anticuerpo se une a la proteína y a la bola de agarosa.  

Pasado el periodo de incubación, las muestras se centrifugaron durante un 1 minuto a 9.300 g a 4 ºC, y 
el sobrenadante se desechó (las bolas de agarosa se depositan en el fondo con el anticuerpo y la 
proteína unidos). Después se lavaron con tampón salino fosfato (PBS) (cuya composición se detalla en 
el anexo, Tabla 10), se agitaron y de nuevo se centrifugaron. Este proceso se repitió 2 veces. En el 
último centrifugado, el sobrenadante se retiró sin añadir PBS, para que, al volver a centrifugar, la bolas 
se quedaran empaquetadas en el fondo. Los restos de sobrenadante se retiraron por aspiración, y se 
añadió LB para su posterior resolución en un gel SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate – PoliAcrilamide 
Gel Electrophoresis). 

3.5.3.1. Protocolo de inmunoprecipitación de STIM1 de la membrana plasmática
Como se ha descrito previamente, la proteína STIM1 está localizada tanto en el RE como en la 
membrana plasmática. Para aislar la porción de STIM1 situada en la membrana plasmática, se realizó 
una variación al clásico protocolo de inmunoprecipitación.  

Las muestras fueron alicuotadas en 500 μL, estimuladas y fijadas a sus respectivos tiempos (0, 0.8, 3, 
10, 30 y 60 segundos) con paraformaldehído (1,5% en PBS) y colocadas en hielo durante 10 minutos. 
Pasado este tiempo, las muestras se lavaron dos veces con PBS y se resuspendieron en medio HBS, 
donde se incubaron durante 2 horas con el anticuerpo anti-STIM1 (25–139), que reconoce la región N 
terminal de la proteína situada en el exterior de la membrana plasmática. Transcurridas 2 horas, las 
muestras se lavaron dos veces con PBS, para retirar el exceso de anticuerpo no unido a proteínas, se 
lisaron con RIPA (1×), se mantuvieron 10 minutos en hielo y se centrifugaron a 16.100 g a 4ºC durante 
15 minutos. El sobrenadante se depositó en tubos con 25 μL de bolas de agarosa recubiertas por 
proteína A, y se dejaron en el rotor a 4ºC durante toda la noche. El resto del proceso es igual al descrito 
anteriormente, las muestras se lavaron, se resuspendieron en tampón de carga y se separaron en un 




                           

3.5.4. Cuantificación de la concentración de proteínas
El contenido en proteína total se determinó empleando el método de Bradford [424], una técnica 
colorimétrica basada en la existencia de dos formas diferentes del Coomasie Brilliant Blue G-250 (una 
roja y otra azul), que, en contacto con las proteínas, pasa de color rojo a azul, y este cambio puede ser 
detectado mediante el empleo de un espectrofotómetro.  

En una microplaca se mezclaron 10 μL de las muestras y 190 μL del reactivo de Bradford. Tras agitación 
para obtener una suspensión homogénea, las muestras se incubaron en oscuridad a temperatura 
ambiente durante 10 minutos y la lectura de la concentración de las proteínas se llevó a cabo usando 
un lector de microplacas Infinite M200 (Tecan, Männedorf, Switzerland). Los datos obtenidos se 
compararon con una curva estándar realizada con BSA disolviendo 2 mg en 1 mL de agua bidestilada. 




Esta técnica fue desarrollada por Burnette [425], utilizando y adaptando la tecnología de Southern para 
la detección de ADN, y sirve para separar y analizar proteínas, siendo una de las técnicas de biología 
molecular más extendidas. Su principio se fundamenta en que una proteína sometida a un campo 
eléctrico se moverá en función de la carga neta de la misma (Z), la fuerza del campo eléctrico al que se 
ve sometida (E) y la resistencia de fricción (F) (tamaño y forma de la proteína). Según esto, la velocidad 
de migración de las proteínas se define como V= (E x Z)/F. Un factor muy importante a tener en cuenta 
en una electroforesis es el pH del tampón donde se encuentran las proteínas. El punto isoeléctrico de 
una proteína es aquel en el que la carga neta de la proteína es cero. Si esto sucede, la proteína no se 
mueve, se detiene, ya que el campo eléctrico no la afecta.  

Para evitar esto, se ha usado el método descrito por Laemmli [426], en el que las muestras se 
desnaturalizan por calor en presencia de agentes desnaturalizantes, como beta-mercaptoetanol, que 
destruye los puentes disulfuro, o dodecilsulfato sódico (SDS), que desnaturaliza las proteínas 
haciéndoles perder su conformación ternaria, y pasando a la conformación primaria, lineal; luego, las 




                           
su tamaño, siendo las más pequeñas las que se desplazan más en el gel. Además, el LB es un medio 
reductor que hará que los anticuerpos se separen de las bolas de agarosa en la técnica de 
inmunoprecipitación. Para asegurar la completa desnaturalización de la proteína, las muestras se 
calentaron durante 10 minutos a 70º C en un termobloque, y se centrifugaron 1 minuto a 9.300 g a 
temperatura ambiente antes de cargar las muestras en el gel de electroforesis [427,413]. 

Para la separación de las proteínas en función de su tamaño se utilizó el sistema de Tampón 
Discontinuo, que utiliza dos tipos de geles:  

• Gel de Carga. Asegura la migración de todas las proteínas en el frente de migración, provocándose la 
acumulación de todas las que se han cargado en el pocillo; tiene una concentración de acrilamida y 
bisacrilamida muy pequeña (4%) y el pH ligeramente más ácido que el gel separador.  
• Gel Separador. Será el soporte donde se producirá la migración y separación de las proteínas. Está 
formado por una mezcla de acrilamida y bisacrilamida, que forma una matriz cuya concentración 
variará en función del tamaño de la proteína buscada; a mayor concentración de acrilamida/
bisacrilamida el poro formado disminuye; debido a esto, una concentración alta (15%) se utilizará para 
separar proteínas de pequeño peso molecular, y, al contrario, para separar proteínas de gran tamaño 
se usarán bajas concentraciones de acrilamida y bisacrilamida (8%).  

Las proteínas se sometieron a un campo eléctrico de 30 mA durante 2 horas, y para que la corriente 
recorriera de forma homogénea todo el gel desde un polo a otro, se usó un tampón de electroforesis, 
cuya composición se muestra en el anexo (Tabla 11). 

3.5.5.2. Transferencia
Este proceso consiste en pasar las proteínas separadas en el gel de poliacrilamida a una membrana de 
nitrocelulosa (un soporte más manejable), donde las proteínas conservan su antigenicidad y son 
sensibles a sondas. Usando el sistema de transferencia semiseca y con un voltaje de 0,8 mA × cm2 
durante 2 horas, se transfirieron las proteínas a una membrana de nitrocelulosa con un tamaño de poro 
de 0,2 micras (GE Healtcare). El paso de la corriente se produce a través del tampón de transferencia, 




                           

3.5.5.3. Bloqueo
Una vez transferidas las proteínas a la membrana, deben evitarse las interacciones inespecíficas que 
pueda ocasionar la incubación con anticuerpos. Para ello, se cubrió toda la membrana con una solución 
de bloqueo (su composición se muestra en el anexo, Tabla 13) que cubre las zonas conocidas como 
“sitios de unión inespecífica”. Esta solución contiene alta cantidad de BSA, una proteína frente a la que 
no reaccionarán los anticuerpos que usaremos a continuación. El bloqueo se puede realizar de dos 
formas, dejando la solución 1 hora en agitación a temperatura ambiente, o dejándola una noche 
completa (8 horas mínimo) sin agitación y a 4ºC.  

3.5.5.4. Incubación con anticuerpos
La membrana se incubó con diferentes anticuerpos primarios dirigidos, de forma específica, a una 
secuencia concreta de la proteína diana a detectar. Dependiendo del anticuerpo, los tiempos de 
incubación variaron desde 1 hora hasta toda la noche. La concentración del mismo también varió en 
función de la especificidad del anticuerpo (según la casa comercial). Pasado el tiempo de incubación 
con el anticuerpo primario, éste se retiró y el exceso de anticuerpo primario no unido de forma 
específica a la proteína, se eliminó mediante sucesivos lavados, hasta 6 veces durante 5 minutos cada 
vez, con TBST, una solución salina de trizma (TBS) con detergente (Tween), cuya composición se 
detalla en el anexo (Tabla 14).  Seguidamente se incubaron con una IgG específica del tipo animal del 
que se obtuvo el anticuerpo primario, que reconocerá la Fc del anticuerpo primario y se unirá a ella. El 
tiempo de incubación de todos los anticuerpos secundarios fue de 1 hora a temperatura ambiente, con 
una concentración del anticuerpo de 1:10.000. Terminada la incubación del secundario, la membrana 
se lavó para retirar el exceso de anticuerpo secundario que no se hubiera unido. 

3.5.5.5.Revelado
Los anticuerpos secundarios están conjugados con peroxidasa de rábano picante (HRP), que 
combinado con un reactivo comercializado por Pearce (Solución ECL), genera una reacción 
quimioluminiscente, que se detecta por una película fotográfica con una sensibilidad muy alta. Al 
exponer la película fotográfica a esta reacción lumínica, se obtienen unas manchas (blot) que se 
corresponden con la proteína buscada. Estas manchas se analizaron con un densitómetro óptico (Sun 
Microsystem, Inc, Mountain View, CA) y el programa informático Image J (N.I.H), expresando los 




                           
3.6.Técnica para la introducción de moléculas en las células. 
Electroporación Reversible
La electroporación es una técnica usada para introducir ácidos nucléicos y complejos 
macromoleculares en una célula. Se basa en la aplicación de un campo eléctrico sobre las células, que 
provoca la apertura de poros transitorios en la membrana plasmática [428].  

Las plaquetas se electroporaron para poder introducir un anticuerpo con el fin de bloquear la acción de 
la proteína diana o su interacción con otras proteínas. Una solución de plaquetas a una concentración 
de 4x108/mL, resuspendidas en un tampón que intenta emular las condiciones del medio celular interno, 
el Tampón de Electroporación (cuya composición se desglosa en el anexo, Tabla 15), y a las que se 
añadió el anticuerpo concreto a una concentración final de 2 μg/mL, se electroporaron en un sistema de 
electroporación Bio-Rad Gene Pulser Xcell Electroporation System.  

Las células resuspendidas se sometieron a 7 pulsos de milisegundos, con un voltaje de 4 kV/cm y 25 
μFaradios de capacitancia, en cubetas de electroporación (Sigma) de 4 mm (distancia entre los 
electrodos). Tras la electroporación, las células se incubaron durante 1 hora a 37ºC (el tiempo estimado 
para el cierre de los poros). A continuación, el tampón de electroporación se suplementó con un nuevo 
tampón Post Electroporación (su composición se detalla en el anexo, Tabla 16), para alcanzar las 
condiciones del tampón HBS descritas anteriormente. Después, las células se centrifugaron durante 20 
minutos a 350 g (para eliminar el exceso de anticuerpo que no hubiera entrado en la célula) y se 
resuspendieron en HBS suplementado con apirasa [384].  

3.7. Determinación de la secreción por Citometría de flujo
La citometría de flujo es un método que permite analizar múltiples parámetros celulares, como tamaño 
(FSC, Forward scattering complexity) y complejidad (SSC, Side scattering complexity), y cualquier 
componente celular o función susceptible de ser marcado con un flurocromo, en células o partículas 
suspendidas en líquido, que pasan alineadas y de una en una, por delante de un haz luminoso. 
Proporciona dos tipos fundamentales de información: la generada por la dispersión de la luz, y la 
relacionada con la emisión de luz por los fluorocromos, presentes en la célula o partícula, al ser 
excitados por el rayo luminoso. Las señales luminosas detectadas se transforman en impulsos 




                           
Se utilizaron sondas de fluorescencia específicas para detectar los gránulos α y densos, y su secreción 
se determinó mediante el registro de los cambios de fluorescencia en plaquetas seleccionadas en un 
citómetro de flujo (FASCcan cytometer, Becton-Dickinson, CA). Aproximadamente 1x106 plaquetas 
lavadas, obtenidas tal y como se describe en el apartado 2.1, se suspendieron en 50 µl HBS y se 
marcaron con anti-CD41, anticuerpos anti P-selectina (CD62P) y 10 µM de la sonda de fluorescencia 
Mepacrine® a 37º C durante 30 minutos.  Posteriormente fueron estimuladas con diferentes agonistas 
(0.01, 0.1 y 0.5 U/mL de trombina, 10 nM y 1 µm de TG, 10 µM de ADP, 1 µM de Bafilomycin A, un 
inhibidor específico de la H+-ATPasa, y 120 µM de TBHQ) en ausencia (100 µM EGTA) o presencia de 
Ca2+ extracelular (CaCl 1.2 mM). La reacción se detuvo 10 min después de la estimulación de las 
plaquetas con PBS a 4ºC, y las muestras se analizaron por FACS.  

Las plaquetas se seleccionaron primero por tamaño (FSC) y complejidad (SSC) y posteriormente por la 
presencia de CD41 en la superficie de las células, ya que este antígeno solo se expresa en 
megacariocitos y plaquetas, por lo que es ampliamente utilizado como  marcador específico de la línea 
megacariocítica [3]. 

 La secreción de los gránulos densos se evaluó mediante 
el registro de la fluorescencia de mepacrine®, un 
fluoróforo que se incorpora a estos gránulos. La 
disminución de la fluorescencia con mepacrine® en 
plaquetas es indicativa de la secreción de los gránulos 
densos, y se expresa como intensidad de fluorescencia 
media o MFI (mean fluorescence intensity ), que es el 
resultado del cálculo: MFI = fluorescencia de plaquetas 
marcadas con mepacrine® menos fluorescencia 
endógena, Fig.9. 

La secreción de los gránulos α se detectó mediante el empleo de un anticuerpo específico anti-P-
selectina (anti-CD62P-PE), que detecta únicamente la P-selectina expresada en la membrana externa 
-! -105
Figura 9. Fluorescencia de Mepacrine
Material y métodos 
———————————————————————————————————————————————-
                           
de la plaqueta. Es una medida indirecta de la secreción de 
los gránulos α, ya que la P-selectina se expresa en la 
membrana de estos gránulos en plaquetas en reposo, pero 
cuando se activan, los gránulos α liberan su contenido y su 
membrana se fusiona con la membrana externa plaquetaria, 
que desde ese momento expresará P-selectina, Fig.10. 

3.8. Agregometría plaquetaria
El PRP obtenido tal y como se describe en el apartado 2.2, 
pero sin añadirle aspirina ni apirasa, se centrifugó a 350 g 
durante 20 minutos, eliminándose el PPP y obteniéndose 
alícuotas de 400 μl de plaquetas lavadas. La agregación 
plaquetaria inducida por trombina, añadida en una proporción 
de 1 UI por cada mL de la suspensión de plaquetas, se midió 
en un agregómetro Chronolog (Havertown®, Pa, USA) a 37ºC 
y en agitación a 1200 r.p.m. Se determinaron el porcentaje de 
agregación, estimado como la diferencia en la transmisión de la luz (transmitancia) entre la suspensión 
de plaquetas y medio HBS libre de plaquetas, y el delay-time, considerado como el tiempo requerido 
para alcanzar el máximo porcentaje de agregación de cada suspensión de plaquetas analizada.   

3.9. Análisis estadístico
Para el análisis estadístico de los resultados obtenidos se utilizaron como métodos estadísticos el 
análisis de la varianza de una vía o ANOVA, cuando los grupos experimentales a comparar eran más de 
dos, o el test t-Student cuando la comparación era solo entre dos grupos. Los resultados obtenidos se 





Figura 10. Fluorescencia de P-selectina
Material y métodos 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3.10. Anexo

Tabla 6. Solución ACD (pH: 7,46 mezclado con la sangre)

Tabla 7. Tampón HEPES salino (HBS) (pH ajustado a 7.4 con NaOH 1N)

Tabla 8. Solución de Laemmli

Reactivos Concentración (mM) Composición (g/L)
Ácido cítrico 85 12.5
Citrato sódico 78 7.5
Glucosa 111 10
Reactivos Concentración (mM) Composición (g/L)
HEPES 10 2.383
Cloruro sódico 145 8.468
Cloruro potásico 5 0.374
Sulfato de magnesio 1 0.264
Glucosa 10 1.80 (mg/mL)
BSA 0.1% 1.00 (mg/mL)
Reactivos Concentración (mM) Composición (g/100 mL) 4x
TRIS 280 3.40
Glicerol 40% 40 mL





                           
Tabla 9. Tampón RIPA (2x)  (pH 7.2)

Tabla 10. Tampón PBS (pH 7.2)


Tabla 11. Tampón de electroforesis
Reactivos Concentración (mM) Composición (g/L)
TRIS 20 2.42
NaCl 316 18.50
Deoxicolato sódico 2% 20.00
EGTA 2 0.76
SDS 0.2% 2.00
Tritón X-100 2%  20 mL







Reactivos Concentración (mM) Composición (g/L) 5x






                           
Tabla 12. Tampón de transferencia 

Tabla 13. Solución de bloqueo

Tabla 14. Solución de lavado TBS

Tabla 15. Tampón de electroporación
Reactivos Concentración (mM) Composición (g/L) 
TRIS  25 3.03
Glicina 150 8.5
MeOH 20 % 200 mL
Reactivos Concentración (mM) Composición (g/250 mL) 
TBST  250 mL
BSA 10% 25
SDS 0.02% 0.05
Reactivos Concentración (mM) Composición (g/L) 10x
TRIS  200 24.2
NaCl 137 80
Reactivos Concentración (mM) Composición (g/L) 
Glutamato potásico  15 30.50
HEPES 2 4.766





                           

Tabla 16. Tampón de post electroporación
Reactivos Concentración (mM) Composición (g/L) 10x










































                           
4.1. La fosforilación de STIM1 en resíduos de tirosina es requerida para la asociación entre STIM1 
































                           
4.2. Las proteínas Homer regulan la entrada de calcio y la agregación en plaquetas humanas:








































                           
4.3. Relación entre la movilización de calcio extracelular e intracelular y la secreción de                           
gránulos plaquetarios.           

Relationship between extracellular and intracelular calcium 
mobilization and platelet granule secretion. 
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ABSTRACT
Changes in cytosolic calcium concentration ([Ca2+]c) regulate phosphorylation of important intracellular 
signaling players, cytoskeleton reorganization, granule secretion and shape change in platelets among 
others, being all of them important mechanisms that are required for platelet activation and aggregation. 
Thrombin (Thr) activates protease activated receptors (PAR1 and PAR4) and promotes platelet 
stimulation, resulting in the differential release of calcium (Ca2+) located into different intracellular stores, 
which in turn activate a mechanism of Ca2+ entry from the extracellular medium into the cell, referred as 
store-operated Ca2+ entry (SOCE). SOCE is considered the main mechanism of Ca2+ entry into platelets 
and is essential from platelet function. A crucial step during platelet function is the release of physiologic 
agonists stored inside granules located in the cytosol to the extracellular compartment during activation. 
We aim to study the role of Ca2+ mobilization from different intracellular stores or entry from extracellular 
medium in platelet granule secretion. By using cytometry techniques, we have found that α-granules and 
δ-granules are mobilized from Thr-stimulated platelets in the absence of extracellular Ca2+, and in a Thr 
concentration-dependent manner (0.01-0.5 U/ml Thr). By depleting cytosolic Ca2+ using BAPTA, we have 
found that Thr-stimulated granule secretion relays mostly on cytosolic Ca2+ changes than on extracellular 
Ca2+ entry. However, Ca2+ mobilization from intracellular stores is unable to promote granule secretion 




Platelet activation, shape change and secretion 
re lay on changes in cy toso l ic ca lc ium 
concentration ([Ca2+]c) [1-2]. Two main models 
have been proposed to describe how Ca2+ may 
evoke platelet granule secretion: 1) activation of 
Ca2+-dependent PKC activat ion [3], and 
subsequent  phosphorylation  of  actin 
depolymerizing proteins. 2) Ca2+-dependent actin 
filament-severing proteins, like scinderin [4-5]. On 
the other hand, different autocrine or paracrine 
molecules have been found stored in both platelet 
α- and dense (δ)-granules, hence discharge of 




                           
required for platelet function. Platelet α-granules 
store mainly paracrine substances, such as von 
Willebrand factor (vWF), PAF4, vitronectin, etc; 
while δ−granules contain mostly autocrine platelet 
agonists such as Ca2+, ADP, ATP and serotonin 
(5-HT). In this sense, ADP secreted from either 
platelet δ-granules or erythrocytes evokes a 
transient Ca2+ release from DTS that induces 
short-term platelet activation and aggregation that 
may be rapidly reversed [6-7]. Although, stronger 
platelet agonists like thrombin (Thr) evoke 
different Ca2+ release either from acidic granules 
or from dense tubular system (DTS) according to 
its concentration [6]. This differential Ca2+ release 
relays on the sensitivity of both Thr receptors 
expressed in human platelets (PAR1 and PAR4). 
Thus, while high-affinity Thr receptors (PAR 4) are 
activated by low Thr concentration evoking Ca2+ 
release mainly from acidic granules, PAR1 
requires large amounts of Thr in order to induce 
and evokes release of Ca2+ mainly from the DTS 
instead [7-8]. Hence, Ca2+ discharge from acidic 
granules differs from the ones recorded upon DTS 
depletion in magnitude and temporal pace [6]. 
Subsequently, it is possible that certain processes 
involved in platelet function require depletion of 
both stores, while others may be evoked by 
inducing a local increase of [Ca2+]c. In fact, the 
presence of α-granule subpopulations containing 
different protein contents that are differentially 
released has been described in platelets [9]. In 
this sense, platelet secretion would require a 
punctual reorganization of cort ical actin 
cytoskeleton located between membranes of 
granules and the plasma membrane (PM). Such 
actin reorganization might allow the molecular 
interaction between “core secretory proteins” such 
as SNAP23, SNAP25, syntaxin-11, PM proteins 
like VAMP3, VAMP7, VAMP8 and accessory 
proteins required for membrane coupling such as 
munc13-1, munc13-4, GRP27. Their interaction 
would facilitate membrane fusion and the 
subsequently secretion of the granule content to 
the ex t race l lu la r compar tment [10-13 ] . 
Furthermore, similar underlying mechanisms have 
been proposed during store-operated Ca2+ entry 
(SOCE) into platelets, where the actin cortical 
cytoskeleton located nearby the PM must be 
reorganized in order to allow the molecular 
contact between proteins located within the DTS 
membrane and the PM [11,14-17]. Here we aim to 
study whether local Ca2+ discharges from different 









Apyrase (grade VII), aspirin, thrombin (Thr), 
thapsigargin (TG), Dimethyl sulfoxide (DMSO), 
ethylene glycol tetraacetic acid (EGTA), 4-(2-
hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 
(HEPES), sodium citrate, mepacrine®, D-glucose, 
Adenosine diphosphate (ADP), Bafilomycin, 2,5-
di-[tert-butyl]-1,4-hydroquinone (TBHQ), 1,2-Bis 
[2-aminophenoxy] ethane-N,N,N′,N′-tetraacetic 
acid tetrakis [acetoxymethyl ester] (BAPTA-AM) 
and bovine serum albumin (BSA) were from 
Sigma (Poole, Dorset, U.K.). Anti-CD62P-PE 
antibody, anti-CD41-a PerCP (clone HIP8) were 
from Becton Dickinson Biosciences, CA. All other 
reagents were of analytical grade. 

Selection of patients and platelet samples 
preparation 
Washed platelets were prepared as described 
elsewhere [18-19]. Briefly, blood was obtained 
from healthy drug-free volunteers and mixed with 
acid/citrate dextrose buffer (5:1 vol./vol.; 85 
sodium citrate, 78 citric acid and 111 D-glucose, 
all in mM) to prevent coagulation. Platelet-rich 
plasma (PRP) was separated from the whole 
blood by centrifugation for 5 min at 700 x g and 
complemented with aspirin (100 μM) and apyrase 
(40 μg/mL) to prevent platelet activation. Platelets 
were isolated from PRP by centrifugation at 350 x 
g for 20 min, and resuspended in HEPES-buffered 
saline (HBS, in mM: 145 NaCl, 10 HEPES, 10 D-
glucose, 5 KCl, 1 MgSO4, pH 7.45) supplemented 
with 0.1% w/v bovine serum albumin and 40 μg/
mL apyrase.

Cytometry analysis of platelet granule content and 
secretion
Specific fluorescence probes were used to detect 
alpha- (α-) and dense- (δ-) granules, and their 
secretion was determined by monitoring 
fluorescence changes in single platelets using a 
flow cytometer (FASCcan cytometer, Becton-
Dickinson, CA). Briefly, approximately 1x106 
washed platelets were suspended in 50 µl HBS 
and stained with anti-CD41 (1:60) antibodies and 
10 µM of mepacrine® fluorescence probe at 37 ºC 
for 30 min. Platelets were subsequently stimulated 
with different agonists (0.01, 0.1 and 0.5 U/mL 
Thr, 10 nM and 1 µm TG, 10 µM ADP, 1 µM 
Bafilomycin A1, 20 µM TBHQ) in the absence of 
cytosolic Ca2+ (10 µM BAPTA), and in the 




                           
extracellular Ca2+ (CaCl2 1.2 mM), and in the 
presence of anti-P-selectin (10 min). Non-water 
soluble agonists were reconstituted in a mixture of 
(1:1 vol.) DMSO/Ethanol (vehicle) and they were 
administrated in a volume that never reached a 
final concentration above 0.5% DMSO. The 
reaction was stopped 10 min after platelet 
stimulation and the sample was analyzed by 
FACS. 
Platelets were gated first by their size (FSC) and 
complexity (SSC), and later by the presence of 
CD41 on their cell surface, which is widely used 
as an specific marker of the megakaryocytic 
lineage [20]. δ-granule secretion was assessed by 
reduction of mepacrine fluorescence and 
therefore, reduction of mepacrine content in 
platelets since it is specifically stored in these 
granules [21-23]. Mepacrine fluorescence is 
expressed as mean fluorescence intensity (M. F. I. 
= mepacrine fluorescence – endogenous 
fluorescence). α-granule secretion was assessed 
by the detection of the P-selectin exposed on the 




Analysis of statistical significance was performed 
using Student’s unpaired t-test. Only values with p 
< 0.05 were accepted as significant.

RESULTS
It has been previously reported that SOCE 
mediated by STIM1 and Orai1 plays an essential 
function in platelet function and therefore 
thrombosis and hemostasis [25-29]. Indeed, 
SOCE seems to be the mayor mechanism of Ca2+ 
entry into murine or human platelets stimulated by 
their main agonists, such as Thr [25-26,29]. Our 
group has also recently reported that Homers 
participates in the regulation of SOCE and platelet 
function [30]. In order to study the role of SOCE in 
α- and δ-granule secretion, washed human 
platelets were stimulated with 0.1 U/mL Thr in the 
absence (100 µM EGTA) or the presence of 
extracellular 1.2 mM Ca2+, and the release of 
mepacrine and CD62P was subsequently 
assessed (Fig.1). Stimulated platelets secreted 
both granules in the absence or presence of 1.2 
mM Ca2+, indicating a non-essential function of 




                           

Figure 1. P-selectin surface exposure and mepacrine released from Thr-stimulated platelets in 
absence and presence of extracellular Ca2+. A) Bar graphs showing P-selectine exposure on the outer 
cell surface of platelets stimulated at different concentrations of thrombin (Thr) in the absence (EGTA) or 
the presence of calcium (Ca2+) expressed as the percentage (%) of mean fluorescence intensity (M. F. I.) 
± S. E. M. compared to the maximum exposure obtained in platelets stimulated with 0.1 U/mL Thr in the 
presence of EGTA. B) Bar graphs showing mepacrine release from platelets stimulated at different 
concentrations of thrombin (Thr) in the absence (EGTA) or the presence of calcium (Ca2+) expressed as 
the percentage (%) of mean fluorescence intensity (M. F. I.) ± S. E. M. compared to the maximum release 
obtained from platelets stimulated with 0.1 U/mL Thr in the presence of EGTA. * p < 0.05; ** p < 0.005; *** 
p < 0.0005.
The release of mepacrine and P-selectine 
exposure in the absence of extracellular Ca2+ 
increased as the concentration of Thr raised (0.01, 
0.1 and 0.5 U/mL ) (Fig.1), but reached a maximal 
secretion or plateau at 0.5 U/ml Thr, indicating a 
dosage-dependent mechanism of granule 
secretion in platelets. Upon platelet stimulation 
with 0.1 U/mL Thr, similar percentage of P-selectin 
was exposed on the outer cell surface in the 
presence of extracellular 1.2 mM Ca2+ as 
compared to those platelets stimulated in the 
absence of Ca2+ (Fig.1A, 100.0% P-selectin exp. 
in EGTA; 104.6 ± 8.7 % P-selectin exp. in 1.2 mM 
Ca2+; n = 4; n.s.), indicating an unnecessary 
function of Ca2+ entry in α-granule secretion. In 
contrast, the percentage of released mepacrine 
was significantly higher in the presence of 



































































                           
stimulated in the absence of Ca2+ (Fig. 1B, 100.0 
% mepacrine release in EGTA; 164.1 ± 13.1 % 
mepacrine release in 1.2 mM Ca2+; n = 4; p < 
0.0005), indicating a higher dependence of δ-
granule secretion for extracellular Ca2+. These 
results suggest a redundant function of SOCE in 
platelet granule secretion at Thr concentrations of 
0.1 U/mL, but an important role of SOCE to 
potentiate δ-granule release in human platelets. 
Thus, the function of STIM1 and Orai1 seems to 
be non-essential for granule secretion in human 
platelets as previously reported in murine platelets 
[26,29]. As platelets present diverse intracellular 
Ca2+ deposits located in diverse organelles, 
whose Ca2+ mobilization is important for several 
cellular functions [31], we studied the role of 
intracellular Ca2+ mobilization in platelet granule 
secretion (Fig.2). Platelets loaded with the 
cytosolic Ca2+ chelator BAPTA exhibited a 
reduced P-selectine exposure (Fig.2A1, 100.0 % 
P-selectine exp.; 22.8 ± 3.6 % P-selectine exp. in 
BAPTA; n ≥ 4) and a decreased mepacrine 
release (Fig.2B1, 100 % mepacrine release; 13.2 
± 13.2 % mepacrine release in BAPTA; n = 4; p < 
0.0005) upon 0.1 U/mL Thr stimulation in the 
absence of extracellular Ca2+ as compared to 
stimulated BAPTA-free platelets (Fig. 2A1, B1), 
indicating an essential function of cytosolic Ca2+ 
changes in both α- and δ-granule secretion as 
previously reported elsewhere [2]. In order to 
study the role of Ca2+ mobilized from the different 
intracellular Ca2+ stores in granule secretion, we 
stimulated platelets in the absence of extracellular 
Ca2+ using diverse agonists that specifically 
deplete acidic Ca2+ stores, Ca2+ stores located in 
the endoplasmic reticulum (ER, DTS in platelets) 
or both (Fig. 2A2-3, B2-3) [6,31]. It has been 
previously shown that the physiologic agonist ADP 
might deplete intracellular Ca2+ stores mainly 
located in the DTS at concentrations of 10 µM [6]. 
Platelets stimulated with 10 µM ADP resulted in a 
low mepacrine release and P-selectin exposure 
(Fig. 2A2, B2, 18.7 ± 6.8 % mepacrine release, 
21.5 ± 9 % P-selectin exposure, n ≥ 4, p < 0.001) 
as compared to platelets stimulated with 0.1 Thr, 
suggesting a minor role of the Ca2+ mobilized from 
the DTS in α- and δ-granule secretion. Platelets 
stimulated with 10 nM TG, a sarco/endoplasmic 
reticulum Ca2+-ATPase (SERCA) pump inhibitor 
that promotes the passive depletion of Ca2+ stored 
in the DTS at such concentrations [32], exhibit 
reduced mepacrine secretion (Fig.2B2, 18.6 ± 9.0 
%; n ≥ 6; p < 0.01) and an almost absent P-
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Figure 2. P-selectin surface exposure and mepacrine released from platelets stimulated 
diverse agonists in the absence or presence (Ca2+) of extracellular Ca2+. A1-3) Bar graphs e 
P-selectine exposure on the outer cell surface of platelets stimulated with: A1) DMSO (vehible) 
as control, 0.1 U/mL thrombin (Thr), 10 µM BAPTA; A2) agonists for DTS depletion such as 10 
nM or 1 µM thapsigargin (TG), 10 µM ADP in the presence of extracellular (Ca2+); A3)  and 
agonists for acidic deposit depletion such as 1 µM Bafilomycin A1 (Baf) and 20 µM TBHQ, and 
expressed as the percentage (%) of mean fluorescence intensity (M. F. I.) ± S. E. M. compared to 
the maximum exposure obtained in platelets stimulated with 0.1 U/mL Thr in the presence of 
EGTA. B1-3) Bar graphs showing mepacrine release from platelets stimulated with: B1) DMSO 
(vehible) as control, 0.1 U/mL thrombin (Thr), 10 µM BAPTA; B2) agonists for DTS depletion 
such as 10 nM or 1 µM thapsigargin (TG), 10 µM ADP in the presence of extracellular (Ca2+); B3) 
and agonists for acidic deposit depletion such as 1 µM Bafilomycin A1 (Baf) and 20 µM TBHQ, 
and expressed as the percentage (%) of mean fluorescence intensity (M. F. I.) ± S. E. M. 
compared to the maximum release obtained from platelets stimulated with 0.1 U/mL Thr in the 
presence of EGTA.  * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001.
Resultados 
———————————————————————————————————————————————-
                           
p < 0.001) as compared to platelets stimulated 
with 0.1 Thr, reinforcing the idea of the irrelevant 
role of the Ca2+ mobilized from the DTS in granule 
secretion. Intracellular DTS Ca2+ depletion is 
considered a mechanism that specifically 
activates SOCE [33]. Stimulation of DTS Ca2+ 
depletion with 10 nM TG in the presence of 
extracellular Ca2+ generated similar percentages 
of mepacrine release (Fig.2B2, 18.6 ± 9.0 %; n = 
4; p < 0.0005) and P-selectine exposure (Fig.2A2, 
3.7 ± 0.01 %; n = 4; p < 0.0005) than those 
obtained in the absence of extracellular Ca2+ as 
compared to platelets stimulated with 0.1 Thr (Fig. 
2A1, B1), confirming the non-essential function of 
SOCE in granule secretion. Similar to those 
observed during DTS depletion, Ca2+ mobilization 
from acidic Ca2+ stores using 1 µM Bafilomycin A1 
[34-35] or 20 µM TBHQ [6,32,34] resulted in an 
almost absent P-selectine exposure or mepacrine 
release (Fig.2A3, B3, Bafilomycin A1: 10.8 ± 9 % 
mepacrine release, 3.0 ± 0.5 % P-selectin 
exposure, n = 5, p < 0.0005; TBHQ: 2.6 ± 2.6 % 
mepacrine release, 10.4 ± 4.7 % P-selectin 
exposure, n ≥ 4, p < 0.0005) as compared to 
platelets stimulated with 0.1 Thr (Fig2A1, B1), 
thus suggesting a minor role of the Ca2+ mobilized 
from acidic stores in α- and δ-granule secretion.
It has been previously reported that increased 
concentrations of 1µM TG is able to mobilize Ca2+ 
from both acidic stores and the DTS [32]. Platelet 
stimulated with TG at these concentrations exhibit 
similar percentages of P-selectin exposure and 
mepacrine release (Fig.2A2, B2, 25.6 ± 20.3 % 
mepacrine release, 22.8 ± 10.9 % P-selectin 
exposure, n ≥ 4, p < 0.0005) as compared to 
platelets stimulated with 0.1 Thr (Fig. 2A1, B1). 
The absence of increased granule secretion upon 
Ca2+ mobilization from both intracellular Ca2+ 
stores together, suggest a minor impact of Ca2+ 
mobilization from acidic stores in α- and δ-granule 
secretion. Taken together, these results suggest 
that intracellular Ca2+ mobilization it not sufficient 
itself, but it is required for a proper granule 
secretion in human platelets. Thus, SOCE might 
not play an important role in granule secretion 
promoted by Thr stimulation, but probably it 
requires the coordinated action of alternative Ca2+ 
independent signaling pathways together with 
intracellular Ca2+ mobilization, with in turn might 
promote Ca2+-dependent signaling pathways.

DISCUSSION
Here we aim to study the role of Ca2+ signaling in 




                           
main mechanism of Ca2+ entry into non-electrically 
excitable cells, and it is essential for platelet 
function [33]. Our results suggests that Ca2+ entry 
into platelets through SOCE or other alternative 
mechanisms present in human platelets might 
participate in δ-granule secretion, but is not 
essential for platelet degranulation in general, 
since the absence of extracellular Ca2+ does not 
abrogates granule secretion (Fig. 1). Thus, these 
results imply that molecules involved in SOCE 
such as STIM and Homers are not neither 
necessary for granule secretion in human 
platelets. Previous studies performed in deficient 
STIM1 or Orai1 murine platelets suggested that 
both proteins are not necessary for α-granule 
secretion, since P-selectin surface expression 
was normal in these cells [26,29]. Our study in 
human platelets confirms these previous studies 
performed in murine platelets, but suggests that 
SOCE and its molecular machinery might have a 
more prominent function in δ-granule granule 
secretion (Fig. 1). Additionally, our study 
addressed the question whether the intracellular 
Ca2+ mobilized from the different Ca2+ stores 
located in diverse platelet organelles might be 
able to promote granule secretion in human 
platelets itself. The depletion of cytosolic Ca2+ 
using the chelator BAPTA indicated that 
intracellular Ca2+ plays an important role in 
granule secretion (Fig. 2A1, 2B1), as previously 
reported elsewhere [2]. The mobilization of Ca2+ 
by specific depletion of Ca2+ stores located in 
acidic or DTS using diverse agonists indicated 
that intracellular Ca2+ mobilization is not sufficient 
to promote an adequate granule secretion itself 
(Fig. 2 B2-3, B2-3). Thus, other Ca2+-independent 
pathways must be activated together with Ca2+ 
mobilization in parallel by PM receptors involved 
in platelet activation and function. Indeed, it is 
already known that PAR receptor stimulation by 
Thr activates additional phosphorylation cascades 
that results in PKC activation [36]. PKC activity is 
considered an essential effector of granule 
secretion. PKC function requires an increase of 
[Ca2+]c together with the presence of newly 
synthesized diacylglycerol (DAG), which depends 
of phospholipase C (PLC) activation. Hence, 
despite the present results have clarified certain 
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La regulación de la concentración de Ca2+ libre citosólico es un punto de convergencia de muchos 
mecanismos de transducción intracelular, y modula una gran variedad de funciones celulares, desde la 
secreción a la muerte celular. Las células generan y modulan señales de Ca2+, tanto a partir de fuentes 
de Ca2+ intracelulares como extracelulares. En la mayoría de los modelos celulares, la principal fuente 
de Ca2+ intracelular es el retículo sarco/endoplasmático, donde el Ca2+ es almacenado por la ATPasa 
SERCA (ATPasa de Ca2+ del retículo sarco/endoplasmático). Además del retículo sarco/endoplásmico, 
en distintos modelos celulares, como las plaquetas humanas, se han identificado reservorios de Ca2+ 
sensibles a agonistas en orgánulos de naturaleza acídica, como los lisosomas o los gránulos específicos 
de secreción (en plaquetas, exclusivamente los gránulos densos), donde tanto SERCA como el 
gradiente de protones a través de la membrana del orgánulo son responsables del almacenamiento de 
Ca2+ en dicho reservorio [429,319,141].  

Debido a que la cantidad de Ca2+ acumulado en los reservorios intracelulares es finita, se hace 
necesaria la entrada de Ca2+ desde el medio extracelular para lograr una completa activación de un 
gran número de funciones celulares, además de promover el relleno de los reservorios intracelulares de 
Ca2+. La entrada capacitativa de Ca2+ (ECC), un proceso regulado por el grado de relleno de los 
depósitos intracelulares de Ca2+, es uno de los mecanismos más importantes de entrada de Ca2+ en 
células no eléctricamente excitables [328]. La ECC tiene un importante papel en la señalización de Ca2+ 
intracelular en condiciones fisiológicas, por ejemplo como soporte de las oscilaciones intracelulares de 
Ca2+ [430], y además es necesaria para la activación de una gran variedad de funciones celulares, 
incluyendo la proliferación celular, la contracción muscular y la secreción. Finalmente, la ECC permite el 
relleno de Ca2+ de los reservorios intracelulares, lo cual es necesario para la síntesis de proteínas y las 
modificaciones postraduccionales, y da lugar a la terminación de la señal que mantiene abiertos los 
canales capacitativos en la membrana plasmática.  

A pesar de las intensas investigaciones llevadas a cabo durante las dos últimas décadas, los 
mecanismos de activación y la identidad de los elementos (proteínas) claves en la ECC han 
permanecido esquivos durante mucho tiempo. No obstante, en los últimos años, las mejoras en técnicas 
como el silenciamiento de genes, combinado con la existencia de plataformas de alto rendimiento, han 
proporcionado información muy significativa acerca de estos procesos, con la identificación de STIM1 
como el sensor de Ca2+ del retículo endoplásmico, y Orai1 como la subunidad que forma el poro del 




                           
STIM1 es una proteína localizada tanto en la membrana del retículo endoplásmico como en la 
membrana plasmática, que posee un dominio EF-hand, capaz de unir Ca2+, en el extremo amino 
terminal. La STIM1 localizada en la membrana del retículo endoplásmico presenta el dominio EF-hand 
en el interior del retículo endoplásmico, y se ha sugerido que podría funcionar como un sensor de Ca2+. 
De hecho, los canales de Ca2+ de la membrana plasmática se activan cuando STIM1 no tiene unido 
Ca2+ [334]. El silenciamiento de la expresión de STIM1 usando RNAi  (RNA de interferencia) reduce la 
ECC en células HEK293 y Jurkat, y la corriente capacitativa de Ca2+ conocida como Icrac en estas 
últimas [333]; además, la expresión de STIM1 con el dominio EF-hand mutado en residuos esenciales 
para unir Ca2+, activa la ECC de forma permanente e independiente del estado de relleno del retículo 
endoplásmico en células S2 de Drosophila y Jurkat [334]. El vaciamiento de los depósitos intracelulares 
de Ca2+ induce la multimerización de STIM1 y su localización en regiones conocidas como puncta, 
donde se asocia y activa lo canales formados por Orai1 [340]. Además, un estudio más reciente ha 
demostrado que STIM1, y no STIM2, está implicada en la entrada de Ca2+ que tiene lugar durante las 
oscilaciones de Ca2+, de modo que cada oscilación produce una caída transitoria en la concentración 
de Ca2+ del retículo endoplásmico que es suficiente para activar, también transitoriamente, STIM1 [431].  

La naturaleza de los canales que conducen la ECC ha sido un asunto de intensa investigación y debate. 
Se han descrito, hasta la fecha, dos tipos de canales regulados por los almacenes intracelulares 
(canales capacitativos), que tienen distintas propiedades biofísicas, pero que se activan bajo las 
mismas condiciones: por el vaciado de los reservorios intracelulares de Ca2+ mediado por agonistas, 
por los inhibidores de SERCA, y por fuertes quelantes de Ca2+. Los canales CRAC son altamente 
selectivos para el ión Ca2+, se han encontrado y descrito, a nivel de corriente macroscópica, en 
configuración de células completa en una amplia variedad de células no excitables, como los 
mastocitos [432], las células RBL [433] y los linfocitos T [434]. Los canales SOC, poco selectivos para el 
ión Ca2+, se han encontrado y descrito, a nivel de registros electrofisiológicos, en configuración de canal 
único y de célula completa en diferentes modelos celulares, incluyendo células musculares lisas 
vasculares [435,436,437,438]. En la década de los 90 se propusieron los homólogos en mamíferos de 
los canales TRP de Drosophila como candidatos para mediar la ECC como canales SOC y, más 
recientemente, se ha propuesto que la proteína Orai1 forma el canal capacitativo CRAC.  

La participación de Orai1 en ICRAC fue identificada por mapeo genético en pacientes con síndrome de 
inmunodeficiencia combinada severa (SCID), síndrome atribuido a la pérdida de ICRAC. En pacientes con 
SCID, el gene ORAI1 en el cromosoma 12 se encuentra mutado y el ICRAC se puede restaurar mediante 




                           
vaciamiento de los depósitos intracelulares de Ca2+ con la participación del sensor intraluminal de Ca2+, 
STIM1. Aunque una fracción de Orai1 se encuentra expresada constitutivamente en la membrana 
celular, recientemente nuestros estudios han demostrado que el vaciamiento de los depósitos 
intracelulares de Ca2+ incrementa la expresión de Orai1 en la membrana plasmática [439].  

Además del papel de los TRP en la entrada de Ca2+ activada por receptores (ROCE), existen numerosas 
evidencias que apoyan el papel de las proteínas TRP en la conducción de la entrada de Ca2+ durante la 
ECC. Especialmente se ha centrado la atención en los miembros de la subfamilia TRPC. Mediante el 
empleo de distintos procedimientos experimentales, tales como la sobreexpresión de proteínas TRP, el 
silenciamiento de la expresión de TRPs endógenos y distintos estudios farmacológicos, se ha sugerido 
que la mayoría de las proteínas TRPC pueden ser activadas por el vaciamiento de los depósitos 
intracelulares de Ca2+ [353,345,440]. Distintos estudios han puesto de manifiesto la participación del 
TRPC1 en la ECC mediante silenciamiento de la expresión de TRPC1 en glándulas salivales humanas 
[441] y células endoteliales [357]. En apoyo de estos estudios, el empleo de anticuerpos dirigidos a la 
región que forma el poro del TRPC1 redujo la ECC en células de músculo liso vascular y plaquetas 
humanas [442,443], y también se ha observado una reducción de la ECC en mioblastos donde se ha 
silenciado la expresión del TRPC1 [444]. 

Distintos estudios han puesto de manifiesto la existencia de interacciones funcionales entre Orai1 y 
TRPCs bajo la influencia de STIM1, y se ha propuesto que los canales para la ECC están compuestos 
por complejos heteroméricos que incluyen proteínas TRPCs y Orai [445]. En este sentido, se ha 
demostrado que las proteínas Orai son capaces de conferir sensibilidad al vaciamiento de los depósitos 
intracelulares de Ca2+, mediada por STIM1, a los canales TRPC. En células HEK293 que sobreexpresan 
canales TRPC3 y TRPC6, los cuales clásicamente se han considerado insensibles al vaciamiento de los 
depósitos de Ca2+, estos canales TRPCs se hacen sensibles al vaciamiento de los depósitos tras la 
expresión de Orai [446]. Estos estudios sugieren que los hallazgos recientes acerca de Orai pueden 
explicarse tanto por la existencia de canales formados únicamente por Orai activados por STIM1 [447], 
como por un modelo en el cual los canales para la ECC estarían compuestos por una combinación de 
proteínas TRPCs y Orai [446]. En este último modelo, las proteínas Orai transducirían la señal de 
vaciamiento de los depósitos de Ca2+, procedente de STIM, a las proteínas TRPC localizadas en la 





                           
Una prueba que apoyaría definitivamente el papel de Orai confiriendo sensibilidad al vaciamiento de los 
depósitos a los TRPCs,  debería venir de la identificación de estos complejos en células que expresen 
estas proteínas de forma nativa. Este es el caso de las plaquetas humanas, que expresan 
endógenamente STIM1, Orai1 y TRPC1, y donde la electrotransjección con el anticuerpo anti-STIM1, 
específico para el dominio de EF-hand, reduce tanto la interacción de STIM1 con hTRPC1 como la ECC 
[383]. En plaquetas, hemos demostrado la interacción funcional entre STIM1, Orai1 y TRPC1 en la 
activación de la ECC. En estas células, la inhibición de la interacción entre STIM1 y Orai1, y por tanto 
entre STIM1 y TRPC1, modifica el comportamiento del TRPC1, pasando de participar en la ECC, a 
formar parte de un canal no capacitativo activado por DAG [448]. De modo similar, hemos comprobado 
que la participación de TRPC6 en la ECC o en la entrada de Ca2+ activada por receptor (ROCE) está 
regulada por su interacción con el complejo Orai1-STIM1 o con el hTRPC3, respectivamente [449].  

Un estudio reciente ha puesto de manifiesto que el mutante de Orai1 R91W, responsable de la 
inmunodeficiencia combinada severa, inhibe la entrada de Ca2+ activada por DAG en células que 
expresan TRPC3 de forma estable o transitoria [450]. Este hallazgo sugiere que las proteínas Orai y 
TRPC forman complejos que participan tanto en la ECC como en la entrada no capacitativa de Ca2+ 
(como ROCE). Para integrar estos resultados con los ya existentes sobre Orai, TRPCs y STIM, el grupo 
de Birnbaumer propuso una hipótesis basada en que los complejos Orai-TRPC, reclutados en los 
dominios de membrana conocidos como lipid rafts o balsas lipídicas, mediarían la ECC, mientras que 
los mismos complejos mediarían ROCE cuando se encuentren fuera de los lipid rafts [451]. Por lo tanto, 
los canales formados por TRPCs podrían participar tanto en la ECC como en ROCE, tras recibir señales 
procedentes bien de STIM1-Orai o de la PLC, respectivamente [446].  

En este contexto, parece claro que deben existir mecanismos reguladores que modulen la activación de 
los canales formados por Orai y TRPCs tras la llegada de un estímulo, de modo que se genere una señal 
de Ca2+ adecuada para la activación correcta de las funciones celulares. Entre los mecanismos de 
regulación más relevantes se encuentran modificaciones post-traduccionales de las proteínas, y la 
participación de proteínas adaptadoras.  

Desde hace algunos años se conoce que la fosforilación de STIM1 en residuos de serina o treonina 
desempeña un papel importante en la activación de la ECC. Por ejemplo, durante la mitosis, la ECC se 
encuentra suprimida debido a un mecanismo que incluye la fosforilación de STIM1 al menos en los 




                           
serina en la activación de la ECC, un estudio ha demostrado que los residuos Ser519, Ser575 y Ser628 
de STIM1 son susceptibles de ser fosforilados por las proteínas ERK1/2 in vitro. Además, la sustitución 
de los sitios diana de las proteínas ERK1/2 por alanina reduce la ECC de un modo significativo, lo cual 
sugiere que la fosforilación de STIM1 es importante para la activación de la ECC [348]. Recientemente, 
un estudio ha puesto de manifiesto que la fosforilación de STIM1 en el residuo Ser575 mediada por 
ERK1/2 está estimulada por la proteína netrin-2/Cdo y es necesaria para la diferenciación de los 
mioblastos [451].  

En este sentido, nuestros estudios se han centrado en la fosforilación de STIM1 en residuos de tirosina y 
en la latencia de activación de la fosforilación comparada con el inicio de la ECC. Empleando técnicas 
de cinética rápida mediante el uso de un sistema de Quench-Flow hemos detectado fosforilación de 
STIM1 en residuos de tirosina 1 segundo después de la estimulación plaquetaria con tapsigargina (TG), 
encontrado la estimulación máxima 2.5 segundos tras la adición de TG. Estos hallazgos demuestran que 
la fosforilación de STIM1 en residuos de tirosina es un proceso previo a la detección de la ECC, que se 
produjo 3.2 segundos después de  la adición de TG. Hemos identificado las proteínas tirosina cinasas 
implicadas en la fosforilación de STIM1 tras el vaciamiento de los reservorios de Ca2+, como las 
proteínas de la familia Src/Abl y Btk. La inhibición de las mismas inhibe significativamente la asociación 
entre STIM1 y Orai1, así como la activación de la ECC [452]. En conjunto, estos resultados demuestran 
que la fosforilación de STIM1 es un evento de gran relevancia en la activación de la ECC. 

Las proteínas adaptadoras también juegan un papel importante en la activación y regulación de la ECC. 
Entre las proteínas adaptadoras que participan en la regulación de la ECC, las proteínas Homer 
merecen una distinción especial. Estas son una familia de proteínas adaptadoras que incluye Homer1, 
Homer2 y Homer3, con numerosas isoformas en los mamíferos [377]. La isoforma corta Homer1a (186 
aminoácidos de longitud) fue la primera en ser aislada. Las proteínas adaptadoras Homer presentan un 
dominio EVH1 (Ena/VASP homology 1) que les permite la asociación con distintas proteínas que incluyen 
las secuencias de aminoácidos PPxxF o LPSSP, entre las que se encuentran proteínas tales como la 
PLCβ, IP3Rs, receptores de rianodina, canales TRPC, el canal voltaje-dependiente Cav1.2, y STIM1 
[379]. Homer1 se ha propuesto como una proteína esencial para regular la función de los canales TRPC. 
Estudios llevados a cabo en células HEK293 que expresan TRPC1 y Homer1 pusieron de manifiesto que 
este último mantiene a TRPC1 en la configuración cerrada, asociado con IP3Rs. Los estudios realizados 
por Yuan et al en 2003 [378] demuestran que el estado de relleno de los reservorios intracelulares 
controla dinámicamente las asociaciones TRPC1-Homer y TRPC1-IP3R. Por lo tanto, el vaciamiento de 




                           
de TRPC1 y, consecuentemente, de la ECC. La disociación de las proteínas de TRPC1 y Homer tras el 
vaciamiento de los reservorios intracelulares de Ca2+ podría permitir la interacción de TRPC1 con STIM1 
para activar la ECC [379].  

En las plaquetas humanas también hemos observado que Homer tiene un papel relevante en la 
activación de la ECC [453]. En estas células, la descarga de los reservorios intracelulares de Ca2+ 
mediante TG, o el agonista fisiológico trombina, conduce a la asociación de Homer1 con TRPC1 y el 
IP3R tipo II de un modo independiente de los incrementos en la concentración de Ca2+ citosólica, así 
como la asociación de Homer1 con STIM1 y Orai1, en este caso de un modo dependiente de Ca2+. La 
interferencia con la función de Homer mediante la introducción en las células del péptido sintético 
PPKKFR, que emula la secuencia de aminoácidos diana para Homer, PPxxF, atenúa la asociación entre 
STIM1 y Orai1, y entre el canal TRPC1 y el IP3R tipo II, en comparación con su respectivo control llevado 
a cabo con el péptido inactivo PPKKRR. La introducción del péptido PPKKFR reduce la entrada de Ca2+ 
inducida por trombina y la agregación plaquetaria, así como el mantenimiento de la ECC. Esto último 
ratifica los resultados de estudios anteriores realizados en nuestro laboratorio, que demostraron un 
papel de la interacción TRPC1-IP3R tipo II en el mantenimiento de la ECC en estas células [454]. Los 
resultados observados en plaquetas en estudios previos realizados por el grupo de Muallem, 
aparentemente contradictorios, se pueden atribuir a la idiosincrasia de las células investigadas. No 
obstante, ambos estudios demuestran un papel relevante de las proteínas Homer en la activación de la 
ECC. 

Finalmente, hemos analizado el papel del Ca2+, y en concreto la ECC, en la secreción de gránulos  α y 
densos en plaquetas humanas. Para ello estudiamos la exposición de P-selectina en la superficie celular 
(secreción de gránulos α) y la liberación de quinecrine (secreción de gránulos densos) en plaquetas 
estimuladas con trombina, y tanto en presencia como en ausencia de Ca2+ extracelular. Nuestros 
resultados muestran que las plaquetas estimuladas con 0.1 U/mL de trombina son capaces de secretar 
ambos tipos de gránulos, tanto en presencia como en ausencia de Ca2+ extracelular. Esto indica que la 
entrada de Ca2+, probablemente mediada en su mayor parte por la ECC, no es un requisito esencial 
para la secreción plaquetaria. Sin embargo, también se observa que la ausencia de Ca2+ extracelular 
reduce significativamente la secreción de gránulos densos en plaquetas estimuladas con 0.1 U/ml 
trombina, comparado con la secreción de gránulos α, los cuales no se ven afectados, sugiriendo una 





                           
Por otra parte, se ha postulado la existencia de reservorios de Ca2+ acídicos, en las plaquetas humanas 
[319], un pool de orgánulos plaquetarios identificados por su naturaleza acídica y por sus propiedades 
farmacológicas, entre los que se encontrarían los gránulos densos [91]. Nuestros estudios, junto con 
trabajos anteriores [419], sugieren que durante la activación plaquetaria, la liberación al citoplasma del 
Ca2+ almacenado en dichos depósitos acídicos es necesaria para facilitar la secreción de gránulos α. El 
resultado obtenido en este trabajo parece sugerir que los gránulos densos podrían actuar como 
depósitos acídicos y liberar Ca2+ al citoplasma antes de ser secretados, lo que facilitaría la secreción de 
gránulos α. Para comprobar dicha hipótesis se estudió el papel del Ca2+ intracelular en la secreción de 
gránulos plaquetarios. Para ello se cargaron las células con el quelante intracelular de Ca2+ dimetil-
BAPTA. Las plaquetas cargadas con BAPTA y estimuladas con 0.1 U/mL trombina en un medio libre de 
Ca2+ mostraron una reducción sustancial en la secreción de gránulos α. Sin embargo, la secreción 
residual observada en ausencia de Ca2+, demuestra que la trombina activa vías independientes del Ca2+ 
citoplasmático que participan en la secreción de los gránulos plaquetarios.  

A continuación estudiamos el papel de la liberación de Ca2+ desde los distintos reservorios 
intracelulares en la secreción de gránulos plaquetarios, comprobando que el vaciamiento del Ca2+ tanto 
del retículo endoplasmático como de los reservorios acídicos, cada uno de manera independiente, tiene 
un papel irrelevante en la secreción de gránulos plaquetarios. Asimismo, el vaciamiento conjunto de 
ambos reservorios de Ca2+ tuvo una participación modesta en la secreción de gránulos plaquetarios. Sin 
embargo, no puede descartarse que la liberación de Ca2+ desde los depósitos intracelulares requiera 
de la acción conjunta con otras vías independientes de Ca2+ para su correcta función en la secreción, 








































                           


















































                           
• El vaciamiento de los reservorios intracelulares de Ca2+ ocasiona la fosforilación de STIM1 en 
residuos de tirosina en plaquetas humanas, evento éste necesario para la completa activación de 
la entrada capacitativa de Ca2+. 


• La proteína Homer1 se asocia al canal TRPC1 y al receptor de IP3 tipo II en respuesta al 
vaciamiento de los reservorios intracelulares de Ca2+, de un modo independiente de la 
concentración de Ca2+ citosólica. 


• La descarga de los reservorios de Ca2+ intracelulares también ocasiona la asociación de Homer1 
con STIM1 y el canal Orai1, en este caso, de un modo dependiente de los incrementos en la 
concentración de Ca2+ intracelular. 


• Las proteínas de la familia Homer desempeñan un papel esencial en la interacción entre STIM1 y 
Orai1 y entre TRPC1 y el receptor de IP3 tipo II, en consecuencia, estas proteínas participan de 
forma activa en la activación de la ECC en plaquetas humanas. 


• La ECC, así como la liberación de Ca2+ desde los reservorios intracelulares, juegan un papel 
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